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ESC: European Society of Cardiology.
FV: Fibrilación Ventricular.
G: Guanina.
HFSA: Heart Failure Society of America.
HGMD: the Human Gene Mutation Database at Institute of Medical Genetics in Cardiff.
Ig: Inmunoglobulina.
IML: Instituto de Medicina Legal.
INE: Instituto Nacional de Estadística.
INT: Instituto Nacional de Toxicología.
INTCF: Instituto Nacional de Toxicología y Ciencias Forenses.
ISFC:  International Society and Federation of Cardiology.
Kb: Kilo bases.
MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization- Time-Of-Flight. 
MAVD: Miocardiopatía Arritmogénica del Ventrículo Derecho.
MCD: Miocardiopatía Dilatada. 
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MCR: Miocardiopatía Restrictiva. 
MgCl
2
: Cloruro de Magnesio.
MS: Muerte Súbita.










NCHS: National Center for Health Statistics.
NGS: Next Generation Sequencing.
OMS: Organización Mundial de la Salud.
Pb: Pares de bases
PCR: Polymerase Chain Reaction. 
SAP: Shrimp Alkaline Phosphatase.
SBE: Single Base Extension.
SBr: Síndrome de Brugada.
SMSL: Síndrome de la Muerte Súbita del Lactante.
SNP: Single Nucleotide Polymorphism.
SQTC: Síndrome de QT Corto.
SQTL: Síndrome de QT Largo.
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1.  MUERTE SÚBITA
1.1.  DEFINICIÓN: 
Se considera muerte súbita (MS)  aquella muerte natural que tiene lugar de manera rápida 
e inesperada en individuos aparentemente sanos y en la cual la pérdida de las funciones vitales 






hora después de haber empezado los síntomas o bien 24 horas después de  haber sido vista la 
víctima por última vez en buen estado de salud si  se trata de una muerte que no ha sido presen-
ciada. Las muertes no presenciadas, por ejemplo las que tienen lugar durante el sueño, suponen 
aproximadamente el 40% de los casos [1]. En muchas ocasiones estas muertes sobrevienen sin 












que la causa del fallecimiento es de origen natural, consecuencia, en muchos casos, de una trágica 













sobre la inclusión o no de personas con enfermedades previas. Son varios los intervalos de muerte 
súbita propuestos, que varían desde los 15 minutos a las 24 horas [3] [4], siendo el de una hora y 
el de seis horas los más utilizados, principalmente en los trabajos de muerte súbita cardíaca. En 
relación a la patología previa se pueden distinguir tres grupos: el primero incluye personas total-
mente asintomáticas, en los que la muerte súbita es la primera manifestación de la enfermedad; 
el segundo engloba personas con síntomas de riesgo (p.ej. síncope) pero sin un diagnóstico de una 
entidad patológica conocida; el último grupo abarca personas con una enfermedad crónica estable 
(p. ej. asma, epilepsia, malformaciones cardíacas congénitas, cardiopatías etc.). Generalmente, se 
suelen incluir los sujetos con patología conocida, potencialmente letal, que estaban estables hasta 
el momento del evento terminal, y que fallecen de forma rápida por una nueva manifestación de 
la enfermedad o por una complicación no esperada [5] [6].
Se estima que en un  50 % de las autopsias las muertes son consideradas por causa natural. 
De éstas, entre el 5 y el 10% la causa de muerte no puede ser esclarecida tras la autopsia habitual y 
entre un 1 y un 5% son negativas tras autopsia macro y microscópica y análisis de laboratorio [7]. 
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en niños menores de un año; en niños mayores de un año y adultos jóvenes y muerte súbita en 
adultos.
1.2.1.  Muerte súbita en menores de un año.





afecta a niños menores de un año de edad que fallecen súbita e inesperadamente, en los que el 
inicio del episodio fatal está asociado con el sueño y en los cuales, tras una minuciosa investiga-
ción del caso, incluyendo la historia clínica, examen del lugar de la muerte y autopsia completa 
con exámenes complementarios, no se encuentra una explicación a dicha muerte [8].
Diversos factores ambientales tales como la posición del recién nacido durante el sueño o 
el tabaquismo materno durante la gestación se han estudiado como causas potenciales de esta 
patología.  Según la experiencia del departamento del Instituto Nacional de Toxicología y Ciencias 





un 15% existen lesiones de escasa intensidad como para explicar la muerte (categoría II); en un 







































SMSL. A pesar del descenso de casos, el SMSL continúa siendo la primera causa de muerte de 













































patología. Se trata de individuos de los que, normalmente, no se dispone de historia clínica, no se 












casos debido   a que los bebés  no retienen  orina, por lo que  el material de partida para el análisis 
toxicológico se reduce. La sangre y el tejido son, por tanto, el punto de partida para cualquier 
estudio post mórtem en estos casos y debido al pequeño tamaño de los órganos y el poco volumen 
de sangre, la muestra resulta escasa.
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1.2.2.  Muerte súbita en niños y jóvenes. 
La muerte súbita en personas entre uno y 35 años de edad se debe a una gran variedad de 
causas sin que exista un claro predominio de ninguna etiología, a diferencia de lo que ocurre en 
el adulto, en el que sobresale la muerte súbita debida a enfermedad  ateromatosa coronaria. Las 
causas más frecuentes de muerte súbita en edad pediátrica y en adulto joven son las de origen 
cardiovascular, principalmente en relación a miocardiopatías, anomalías congénitas de las arte-
rias coronarias, miocarditis, enfermedades cardíacas congénitas y anomalías del sistema de 
conducción [11] [12] [13] [14].
La incidencia de la muerte súbita en población general de 20 a 75 años es 1/1000 indivi-
duos/año,  pero cuando nos atenemos a individuos de entre uno y 40 años de vida pasamos a una 
incidencia de entre 1.3 y 8.5/100000/año [15] y la gran mayoría son debidas a causas cardíacas. 
Su incidencia también varía en función del sexo; tanto en estudios de muerte súbita general como 
de muerte súbita cardíaca [16] [17] se ha observado un riesgo superior de muerte súbita en los 









una alta proporción de enfermedades hereditarias responsables de estas muertes, que pueden 
presentarse con hallazgos mínimos en la autopsia o, incluso, en individuos con un corazón estruc-
turalmente normal. Se estima que la causa de la muerte no puede ser establecida tras autopsia 










consideradas cardíacas por ser el fallo cardíaco el factor determinante de la muerte, se le deno-
mina muerte súbita inexplicada, sudden unexplained death (SUD). 

















causa más común de muerte. La incidencia en varones es más alta que en mujeres en todos los 
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2.  MUERTE SÚBITA CARDÍACA.
2.1.  DEFINICIÓN.
Tras excluir causas extracardíacas al concluir la autopsia médico-legal, la muerte súbita se 
considera Muerte Súbita Cardíaca (MSC), que puede ser derivada de mecanismos arrítmicos o de 
anomalías estructurales que comprometen la función mecánica del corazón. Además, en la prác-
tica clínica, se considera súbita aquella muerte causada por un daño cerebral irreversible pese a 
haber sido recuperada de un paro cardíaco fulminante [2]. 
Distintas patologías cardíacas pueden dar lugar a la muerte súbita cardíaca. Éstas pueden 
afectar a las arterias coronarias,  puede tratarse de valvulopatías, defectos en el sistema de conduc-
ción, rotura o defecto intrapericárdico de la aorta o de la arteria pulmonar o  pueden afectar al 
miocardio y asociarse a disfunción cardíaca.  
La muerte súbita cardíaca es una de las causas de muerte más comunes y supone un 
problema grave para los sistemas de salud en países desarrollados. 
 La causa y forma de la muerte puede ser establecida tras autopsia en un número elevado 
de casos ya que las anomalías cardíacas son evidentes en la autopsia. Sin embargo, el principal 
problema es establecer la causa de la muerte, especialmente en adultos jóvenes en los que pocos o 
ningún hallazgo es encontrado tras la autopsia y los análisis de laboratorio. Supone, por tanto, un 
grave problema de salud ya que se trata de individuos aparentemente sanos que fallecen de forma 
inesperada a edades muy tempranas.  
En la práctica, la cantidad de información que reciben los anatomopatólogos a la hora de 
enfrentarse a un caso de muerte súbita es muy variada.  Las circunstancias de la muerte no están 


















dios y edades, se estima que se sitúa alrededor de 30-200/ 100.000 habitantes/año [22], de modo 
que nos encontramos ante un problema mayor de salud, que supone la muerte de  aproximada-
mente 335.000 adultos cada año en Estados Unidos y 100.000 en el Reino Unido. 








súbitas cardíacas al año en pacientes de entre 25 y 74 años aunque en pocas ocasiones son diag-
nosticadas como muerte súbita cardíaca en el Boletín Estadístico de Defunción, el medio utilizado 
para la elaboración de estadísticas. En menores de 31 años la incidencia de MSC se ha estimado 












Es importante distinguir la muerte súbita cardíaca del infarto agudo de miocardio. La 






dida de síntomas como el dolor de pecho, palpitaciones, disnea, o síncope, aunque en un 40-50% 
de los casos la muerte súbita cardíaca tiene lugar sin síntomas previos [25] [26]. El  infarto agudo 
de miocardio se debe a la oclusión de una arteria coronaria que provoca un desequilibrio entre la 
demanda y el suministro de sangre al miocardio.  En ocasiones, los pacientes sufren un infarto 
agudo de miocardio previo a la muerte súbita cardíaca [27]. 
El mecanismo último de la muerte súbita cardíaca suele ser una arritmia cardíaca, general-
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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de anomalías estructurales, que proporcionan el sustrato morfológico, con alteraciones funcio-
nales, las cuales actuarían como desencadenantes, dando lugar a la desestabilización eléctrica 
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2.4.  FACTORES DE RIESGO.
El riesgo de sufrir muerte súbita presenta dos picos de edad en los cuales la frecuencia es 

























En la práctica clínica la evaluación del riesgo de sufrir una muerte súbita viene determi-
nada principalmente por  la disfunción severa  del ventrículo izquierdo medida por la fracción de 
eyección del mismo. Otros parámetros han sido evaluados como predictores de riesgo, algunos 








riesgo real del paciente de sufrir una muerte súbita cardíaca [27].   A pesar de ser la variable más 
utilizada, la disfunción severa del ventrículo izquierdo representa sólo una minoría de los casos de 
muerte súbita cardíaca: estudios poblacionales demuestran que  menos de 1/3 del total de casos 
de muertes súbitas cardíacas presentan una fracción de eyección del ventrículo izquierdo severa-
mente reducida [1] [31] [32]
Diferentes factores de riesgo han sido descritos. Éstos incluyen parámetros clínicos como 
la hipertensión, la diabetes mellitus, la hipercolesterolemia o la obesidad así como factores gené-
ticos como la historia familiar de MSC. El sexo varón, la edad o hábitos como el tabaquismo 












tantes en la evaluación de este riesgo, especialmente para el diagnóstico de desórdenes arritmo-
génicos primarios como el síndrome de QT largo, Síndrome de QT corto, Síndrome de Brugada, 
miocardiopatía arritmogénica del ventrículo derecho o el síndrome de Wolff Parkinson White, 
todos ellos relacionados con MSC [24].
Numerosos estudios tratan de establecer marcadores de riesgo de MSC tales como feno-
tipos de alto riesgo (mediante estudios de susceptibilidad genética por ejemplo en síndromes 
familiares), estudio de variantes genéticas o de biomarcadores [27]. El avance en la investiga-
ción de dichos marcadores permitirá en un futuro una evaluación lo más veraz posible del riesgo 
potencial en cada caso clínico individual.
Se ha propuesto un panel para la evaluación de factores de riesgo de MSC en pacientes 
diagnosticados de MCH. Éstos se muestran en la tabla 1 adjunta.
9
Se han propuesto factores de riesgo potenciales de MSC que pueden ser detectados en el 
electrocardiograma. Éstos se recogen en la tabla 2.
2.5.  TRASTORNOS CARDÍACOS ASOCIADOS.
Se estima que aproximadamente el 80% de las muertes súbitas cardíacas en población 
adulta es debida a enfermedad coronaria aguda. En la autopsia, entre el 10 y el 80% de estos 
casos presentan placas de ateroma intracoronarias rotas o erosionadas, trombos o ambos. Estos 
hallazgos son indicativos de un síndrome coronario agudo [34] [35] Aproximadamente el 30% 
TABLA 1: Factores de riesgo de MSC en pacientes con MCH. | Fuente : Christiaans, I. et  al (2010)  [33]. 
PRINCIPALES POSIBLES
PARO CARDÍACO  PREVIO RECUPERADO 
(FIBRILACIÓN VENTRICULAR) O TAQUICARDIA 
VENTRICULAR ESPONTÁNEA SOSTENIDA.
FIBRILACIÓN ATRIAL 




OBSTRUCCIÓN DEL FLUJO DEL TRACTO DE 
SALIDA DEL VENTRÍCULO  IZQUIERDO 
GROSOR DE LA PARED DEL VENTRICULO 
IZQUIERDO  30mm MUTACIONES DE ALTO RIESGO 
PRESIÓN CARDÍACA ANORMAL DURANTE EL 
EJERCICIO ESFUERZO FÍSICO INTENSO (DE COMPETICIÓN)  
HISTORIA FAMILIAR DE MSC PREMATURA
 
TABLA 2: Marcadores de riesgo de MSC en parámetros electrocardiográficos. | Fuente : Adabag, A.S., 
et al. (2010) [24].  
ELECTROCARDIOGRAMADE 12 DERIVACIONES
ONDAS Q PATOLÓGICAS O CAMBIOS DINAMICOS DE LOS SEGMENTOS ST
PROLONGACIÓN DE LA DURACION DE QRS 
AUMENTO DEL VOLTAJE DE LA ONDA R 
QRS FRAGMENTADO 
INTERVALO QT PROLONGADO
ELECTROCARDIOGRAFÍA EN EJERCICIO (PRUEBA DE ESFUERZO)
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de los casos presenta cicatrices que revelan infartos anteriores en el miocardio. Estas cicatrices 
pueden actuar como sustratos para taquicardias ventriculares potencialmente letales. Diversas 
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ventrículo izquierdo explican la mayor parte de los casos de muerte súbita cardíaca en población 
joven, especialmente en atletas.    
Como hemos explicado, la muerte súbita cardíaca de causa no isquémica tiene especial rele-
vancia ya que incluye con frecuencia patologías hereditarias que podrían suponer un riesgo para 
los familiares. Éstas pueden presentarse con defectos en la morfología que son detectables en la 
autopsia, aunque estos hallazgos pueden ser mínimos o incluso nulos tras una autopsia completa. 
A estos trastornos les llamaremos trastornos estructurales. En ocasiones, ninguna anomalía es 
encontrada en la autopsia. Estas muertes han tenido lugar por un fallo arritmogénico letal. A este 































patologías de gran diversidad en su fenotipo y expresión. 
2.5.1.  TRASTORNOS ESTRUCTURALES. 
Las patologías estructurales que pueden dar lugar a muerte súbita cardíaca se denominan, 
genéricamente, miocardiopatías. Se trata de enfermedades del miocardio que cursan con disfun-








avances tanto en el diagnóstico clínico y forense como en el conocimiento de las bases genéticas 







efecto morfológico que causaban en el corazón. Así, describía enfermedades del músculo cardíaco 
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diopatía no compactada (no compactación del ventrículo izquierdo), miocardiopatía arritmogé-
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En 2006 la Asociación Americana del Corazón, conocida como AHA por sus iniciales en 
inglés American Heart Association 		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diopatías en primarias y secundarias. Por miocardiopatía primaria entienden aquella miocardio-
patía en la que el corazón es el único órgano (o el principal) implicado en la patología. Diferen-
cian tres grupos dentro de las miocardiopatías primarias: miocardiopatías primarias genéticas, 
mixtas y adquiridas. En  las miocardiopatías secundarias la disfunción cardíaca es parte de un 













En 2008 la Sociedad Europea de Cardiología, ESC por sus iniciales en inglés European 
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cadas como secundarias el corazón puede ser el único o prácticamente el único órgano implicado. 
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a la práctica clínica.  Los desórdenes del músculo cardíaco fueron agrupados según su morfología 






























ejemplo, el hecho de que una misma mutación puede dar lugar a diferentes fenotipos tanto dentro 
de una misma familia como entre familias no relacionadas o que la misma miocardiopatía puede 














El estrés o tensión de la pared ventricular junto a la activación neurohormonal (entre los 
que destacan el sistema adrenérgico, el sistema renina-angiotensina-aldosterona y la hormona 
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aumenta el tamaño de los miocitos (y no al aumento del número de los mismos, que daría lugar 
a otras patologías como la hiperplasia) y al depósito de matriz extracelular. Estos mecanismos 
ayudan a mantener la fuerza en la contracción ventricular así como a reducir el estrés de la pared. 















parietal mientras otros sostienen que se trata de una mala adaptación del miocardio en presencia 









perjudicial y debe considerarse una respuesta mal-adaptativa. 
En situación de sobrecarga, el alargamiento del miocito da lugar a una variación en la 
morfología de la sarcómera, unidad anatómica y funcional (contráctil) del músculo representada 
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más frecuente y representa la causa de muerte más común en jóvenes previamente asintomáticos 
[42]. La prevalencia de esta patología en población general es de 0,2% [43] Se estima que la MCH 
se presenta en forma esporádica en la mitad de los casos y como forma familiar en la otra mitad 
[44]. 
En atletas, la MCH ha demostrado ser una causa importante de muerte súbita. Es una 
patología compleja, con gran heterogeneidad en el genotipo, fenotipo, en su prognosis y su abor-
daje terapéutico [45] [46]. La variabilidad inter e intrafamiliar de la MCH incluye desde formas 
benignas a malignas con un elevado riesgo de fallo cardíaco y de muerte súbita. La MCH cursa 
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ventrículo. Se han descrito numerosas variantes morfológicas. Puede derivar en una dilatación 
del ventrículo izquierdo que podría asemejarse a una miocardiopatía dilatada. La MCH provoca 
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no detectar mutación alguna en los genes sarcoméricos en pacientes diagnosticados de MCH, 





















intersticial y el engrosamiento de la media en las arterias intramurales. La desorganización de 
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La MCH se presenta como una enfermedad familiar, con un modo de herencia autosómico 


















genes implicados en el transporte del calcio y proteínas mitocondriales. La gran heterogeneidad 
fenotípica y genotípica de la patología queda patente teniendo en cuenta que diferentes genes o 
diferentes mutaciones en el mismo gen pueden dar lugar a diferentes patrones morfológicos y a 
diferencias en la severidad de la enfermedad y su prognosis. Aunque más adelante profundiza-
remos en los aspectos genéticos de la MCH, cabe resaltar, a propósito de la variabilidad genotí-
pica, que  se han descrito casos de dobles y, más recientemente, triples mutaciones en un mismo 
individuo, las cuales dan lugar a una mayor severidad del fenotipo[51] [52].  El diagnóstico clínico 







la enfermedad de Anderson- Fabry, citopatías mitocondriales, o el depósito de glucógeno. Éstas 
incluyen síntomas de enfermedad multisistémica [40]. 
Los síntomas más comunes en la MCH son la disnea debida a la disfunción diastólica, 
especialmente durante el ejercicio, así como el dolor de pecho por el aumento de la demanda 
de oxígeno. Las palpitaciones son también comunes y asociadas, normalmente, a mareo y, en 
ocasiones, a síncope que, aunque no es común, debe ser tenido en cuenta ya que puede ser indi-
cador de riesgo de MSC [44]. En pacientes recuperados de un paro cardíaco previo se considera 
apropiada la implantación del DAI, sin embargo no está bien establecida la idoneidad del proto-
FIGURA 4?WX  ¡  +<	
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enfermedad. B) Aspecto de un corazón normal y su corte histoló-
gico correspondiente. Adaptado de Chung, M., et al.  (2003)[50].
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de MCH y con historia familiar de MSC.
  
2.5.1.2  Miocardiopatía Dilatada.
 La miocardiopatía dilatada idiopática (MCD) es la patología cardíaca congestiva más 
común en jóvenes con una incidencia aproximada de 40/100000 en población adulta aunque esta 
incidencia es menor en niños y varía con la edad [38] [54] [55]. Se caracteriza por el desarrollo de 
disfunción sistólica derivada de un aumento en la cavidad ventricular (del ventrículo izquierdo o 





La MCD da lugar a un fallo cardíaco progresivo, arritmias ventriculares y supraventriculares, 
anomalías en el sistema de conducción, tromboembolismos o muerte súbita.  Es la causa más 
frecuente de trasplante cardíaco. 
FIGURA 5: ECG obtenido durante el sueño en un paciente de 35 años de edad al que 








sinusal. La secuencia se repite de forma idéntica nueve años más tarde. Fuente: Ma-
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entre un 25-35% de los casos de DCM son familiares, aunque algunos autores  dan un valor supe-
rior  al 35% [56], llegando a considerar un rango de entre un 30-50% de los casos [57], con una 
penetrancia que depende de la edad. Encontramos diversas causas que dan lugar a la forma espo-
rádica de la patología: agentes infecciosos (con frecuencia virus que dan lugar a miocarditis), 






cionales, enfermedades del sistema endocrino, y la administración de drogas cardiotóxicas. Las 






















y Duchenne) están ligadas al cromosoma X [40]. La MCD puede encontrarse en pacientes con 
citopatías mitocondriales. Se han descrito mutaciones en el canal de Na+ asociadas a defectos en 
la conducción y taquiarritmias supraventriculares [57].






restrictiva tiene lugar en un amplio espectro de patologías diferentes. Se caracteriza por un incre-
mento en la rigidez del miocardio que conlleva un ascenso de la presión ventricular y un pequeño 
aumento de volumen. Los hallazgos pueden ser similares a los de una pericarditis constrictiva 
severa y los síntomas incluyen disnea, disnea paroximal nocturna, ortopnea, edema periférico y 
ascitis así como fatiga general y debilidad. Se estima que más de un tercio de los pacientes con 
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provoca que el llenado ventricular se vea dañado y la alteración del volumen diastólico; mientras, 
la función sistólica suele permanecer inalterada al menos en las etapas iniciales del desarrollo 



















que esta entidad no debe ser considerada una sub categoría independiente [40].
La prevalencia exacta es desconocida pero se trata probablemente de la miocardiopatía 
menos frecuente. Se han descrito formas idiopáticas, familiares y asociadas a diversas patologías 
sistémicas como la amiloidosis, sarcoidosis, tumores cardíacos, escleroderma y toxicidad a antra-





amiloidosis como en sarcoidosis es común la presencia de anomalías en la conducción [62] [63] 
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pueden dar lugar también a un patrón restrictivo.
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	
asocia a miopatía esquelética. Se ha descrito además un modo de herencia autosómico recesivo 
en las formas familiares como, por ejemplo, en la hemocromatosis causada por mutaciones en el 
gen HFE, o glugogenosis (o enfermedades de almacenamiento de glucógeno)  y un patrón ligado 
al cromosoma X (ej. Enfermedad de Anderson – Fabry) [40].
Se trata de una patología de mal pronóstico. Se considera el trasplante de miocardio como 
opción en pacientes afectos de MCR familiar e idiopática. En el caso de la sarcoidosis, el órgano 
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2.5.1.4  Miocardiopatía Arritmogénica del Ventrículo Derecho.
Se trata de una patología clínicamente heterogénea, de gran variabilidad inter e intrafami-
liar y que comprende formas benignas y malignas con alto riesgo de muerte súbita. Se ha visto que 
afecta mayoritariamente a hombres en proporción 3:1 con respecto a las mujeres. Su prevalencia 
en población general varía entre 1:2000 y 1:5000; sin embargo se ha descrito como una causa 













se observa esta sustitución del tejido cardíaco por tejido adiposo.
 La enfermedad puede evolucionar llegando a comprometer la totalidad del ventrículo e 
incluso al ventrículo izquierdo. Este reemplazamiento de tejido miocárdico  provoca retraso en la 
conducción lo que facilita la aparición de circuitos de reentrada y altera la dinámica ventricular. 
Se trata de una miocardiopatía progresiva con gran variabilidad en su expresión clínica y prog-
nosis. 
La MAVD en etapas avanzadas puede cursar con dilatación del ventrículo derecho, izquierdo 








síntomas premonitorios. Pueden tener lugar episodios de taquicardia ventricular, normalmente 
relacionada con el ejercicio o esfuerzo físico.
La MAVD sigue un patrón de herencia autosómica dominante con penetrancia incompleta. 






























2.5.1.5  No Compactación del Ventrículo Izquierdo.
La no compactación del ventrículo izquierdo se presenta con  una morfología característica 
del ventrículo izquierdo de aspecto esponjoso, normalmente en la región apical del ventrículo 

Las trabéculas que le dan este aspecto pueden ser consecuencia de un defecto en el desa-
rrollo embrionario que se produce entre la quinta y la octava semana de gestación e impede la 
correcta compactación del miocardio. Provoca disfunción sistólica, fallo cardíaco (en algunos 













es posible en torno al 50% de los casos [74]. La consideración de la no compactación como una 
miocardiopatía o como un patrón morfológico congénito o adquirido que comparten diferentes 




seis familias españolas, las seis gallegas. Asocian por tanto la mutación en una proteína sarcomé-















heterogeneidad fenotípica de las miocardiopatías tanto en las formas familiares (genéticas) como 
en las adquiridas. Esta variabilidad conlleva una necesidad creciente de realización de estudios 
genéticos que ayuden a establecer el diagnóstico en estas patologías. 
2.5.2.  TRASTORNOS ARRITMOGÉNICOS.
Las autopsias en las que la causa de muerte no ha podido ser establecida incluso tras estudio 
histológico suponen un desafío tanto para anatomopatólogos como para clínicos y genetistas. La 
falta de evidencia tras la autopsia puede indicar que la muerte ha tenido lugar como consecuencia 
de una arritmia cardíaca. Estos trastornos reciben el nombre de canalopatías debido a que las 
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del septo en que se distingue la formación de recesos en la zona más interna del miocardio. Se distingue el 
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mutaciones implicadas en  la patología.  En general se trata de patologías con baja penetrancia 
por lo que un estudio genético se hace fundamental en pacientes con historia personal o familiar 
de muerte súbita cardíaca.   
El ciclo cardíaco abarca desde el comienzo de un latido cardíaco hasta el comienzo del 
siguiente. Cada ciclo comienza con la generación de un potencial de acción a nivel de nodo sinusal, 
situado próximo a la desembocadura de la vena cava superior, en la parte superior de la pared 
lateral de la aurícula derecha desde donde se propaga, a través de ambas aurículas, al nodo aurí-
culo–ventricular. Se produce la contracción de las aurículas y el potencial continúa propagándose 
















las paredes ventriculares. El rápido transporte produce una sincronización en la contracción del 
ventrículo de forma que ésta se produce al unísono e imparte fuerza al bombeo de la sangre. Este 
proceso es posible gracias a la acción coordinada de los miocitos. Las células musculares cardíacas 
o miocitos representan en torno al 75% de las células cardíacas. Se trata de células con capacidad 
de generar de forma espontánea el impulso eléctrico y propagarlo a las células adyacentes que 
responden a este impulso eléctrico (a partir del nodo sinusal y nodo aurículo-ventricular como 
hemos visto).
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“potencial de acción” y que es provocado por cambios coordinados en la conductancia de iones a 
través de canales iónicos de la membrana del sarcolema, principalmente de iones Na+, K+ y Ca2+. A 
grandes rasgos, la conductancia de un ión es un índice de la permeabilidad de la membrana hacia 








tramos dos tipos de potenciales de acción en el corazón: potenciales de acción de respuesta lenta 

























mantiene hasta que recibe  el estímulo de la célula adyacente. Esta fase se corresponde con la diás-
tole. Una vez recibido el estímulo, comienza la fase 0 en la que se produce  la despolarización de la 
membrana debido a  un incremento del potencial  desde el potencial de reposo a un valor aproxi-
mado de +30mV. Este incremento se debe a un aumento en la permeabilidad para iones Na+ que 
permite la entrada de estos iones a través de los canales de Na+ al interior celular debido, por una 
parte, a un aumento en la conductancia de los canales rápidos de Na+ y por otra, a la atracción 
electrostática que impulsa a estos iones a entrar en la célula cuyo interior estaba cargado negati-
vamente. Además el gradiente de concentración transmembrana es alto por lo que el Na+ entra 
por difusión al interior celular. Esta entrada de iones Na+ cesa 1 ó 2 ms más tarde debido a que 
el potencial se vuelve menos negativo por lo que la fuerza electrostática va debilitándose hasta 
que se alcanzan valores positivos. Además los canales rápidos de Na+ se cierran (se inactivan) 
con rapidez.  En la fase “1” comienza la repolarización. Es un periodo breve consecuencia de la 
21
inactivación de los canales rápidos de Na+ y la apertura de los canales de K+. Durante la fase “2” se 










	2+ y se activan los canales de K+ (IKs). De nuevo 
se vuelve al potencial de reposo en fase “4” que depende de la conductancia de la membrana por 
iones K+. Al igual que en el resto de células, la concentración de este ión en el interior de la célula 
es muy superior a la concentración en el exterior de la misma [76] . 
En ocasiones, durante o tras el potencial de acción cardíaco pueden desarrollarse despo-
larizaciones espontáneas, bien durante fase “2” y/o “3”,  o en fase “4” temprana, que  generan 
anomalías en el potencial de acción cardíaca denominadas post-despolarizaciones. Aquellas que 
ocurren  durante la fase “2” y/o  “3” del potencial de acción se denominan post-despolarizaciones 
tempranas o EADs (early afterdepolarization). Las que tienen lugar en la fase “4” temprana reciben 
el nombre de post despolarizaciones tardías o DAD (delayed afterdepolarization). Ciertas condi-





al desarrollo de EADs. Estas post-despolarizaciones se han relacionado con la taquicardia ventri-
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El potencial de acción de respuesta lenta está presente en el nodo seno – auricular (región 
marcapasos natural)   y el aurículo–ventricular que como vimos conduce el impulso desde las 
aurículas a los ventrículos. Este potencial de acción, a diferencia del potencial de respuesta rápida, 
consta de tres fases. La fase “0” de despolarización e inicio del potencial de acción (debido prin-
cipalmente al aumento en la conductancia del Ca2+ a través de los canales tipo L que se abren 
cuando el potencial de membrana alcanza los -40 mV aproximadamente). Esta despolarización 
es mucho más lenta que en los canales potenciales de respuesta rápida en que la corriente se 
produce en los canales de Na+. A continuación, se produce la fase “3” de repolarización en que se 
abren los canales de K+ hasta que se alcanza el potencial de equilibrio para este ión al tiempo que 
se cierran los canales de Ca2+ para llegar a un valor del potencial de -65 mV, aproximadamente. 
Seguidamente, tiene lugar la fase “4” en que se produce la despolarización espontánea de forma 
secuencial hasta que comienza de nuevo la fase “0”. La duración de los factores refractarios rela-
tivos y absolutos varía en los potenciales de acción de respuesta rápida y lenta.
 Durante el periodo de relajación cardíaca denominado diástole se produce el llenado de 












aórtica y pulmonar impiden que regrese a los ventrículos durante la diástole. 
Las diferencias de potencial que se generan entre regiones polarizadas y despolarizadas 
en el corazón dan lugar a una corriente eléctrica que se conduce a lo largo del tiempo y puede ser 
detectada por electrodos en un electrocardiograma (EGC). El ECG da información rápida de la 
actividad eléctrica del corazón lo que permite, entre otras funciones como la detección de altera-
ciones metabólicas, establecer un diagnóstico de patologías cardiovasculares de forma no inva-
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de la excitación a través de los ventrículos, contracción de los ventrículos (despolarización de 
los ventrículos). Durante la onda Q se produce una corriente horizontal del potencial de acción 
a través del septo interventricular mientras las ondas R y S se corresponden con la contracción 
del miocardio. La onda T representa la repolarización de los ventrículos. En cuanto a la onda U, 
se trata de un fenómeno puramente eléctrico o mecanoeléctrico. Algunos consideran que se debe 
a la repolarización del sistema His-Purkinje; otros que es causada por la distensión de la pared 
ventricular durante la diástole (despolarizaciones tardías inducidas), lo que recibe el nombre de 













través de la membrana celular. Se trata de canales selectivos para los diferentes aniones y cationes 
































proteínas asociadas a estos canales,  pueden dar lugar a una alteración o inestabilidad eléctrica en 
FIGURA 10: Esquema de las ondas generadas por las variaciones del potencial eléctrico 














gresiva de K+ devuelve  a la célula el potencial de reposo. Se observa el ECG correspon-









Na+ dependientes de voltaje. 
La generación del potencial de acción o la homeostasis del calcio se ha visto afectada por 
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cadas por estas canalopatías no están siempre presentes en portadores de una mutación debido a 
la baja penetrancia que en general tienen todas estas patologías. Las canalopatías son síndromes 
hereditarios entre los que se encuentran el Síndrome de QT largo, el Síndrome de QT corto, el 
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2.5.2.1  Síndrome de QT Largo. 
El Síndrome de QT largo (SQTL) se caracteriza por la prolongación del intervalo QT en el 
electrocardiograma, es decir, una repolarización ventricular anormalmente prolongada, debido 
bien a un decrecimiento en la corriente de repolarización del K+ , bien a un retraso en la entrada 











 	 	'! 	 	 	 	 ¯[  "
[80].  El  alargamiento del intervalo QT es responsable de taquiarritmias ventriculares, fallos en 







el nombre de Torsade des Pointes (TdP). Estas arritmias pueden dar lugar a síncopes o muerte 
súbita como primer síntoma de la patología. Se trata de una de las principales causas de muerte en 
jóvenes. La incidencia se estima de entre 1.2000 -1:5000 personas [81]. La penetrancia del SQTL 
es variable y abarca desde fenotipos sub clínicos con un intervalo QT en el límite y sin arritmias 
o síncope [82] [83] [84] hasta muerte súbita cardíaca.  Encontramos una forma congénita de 
la enfermedad en torno a un 85% de los casos y una esporádica que se corresponde con un 15% 
restante  [85]. Existe además una  forma adquirida en la prolongación del intervalo QT causada 
principalmente por fármacos, tanto cardiológicos (ej. antiarrítmicos) como por otros medi-
camentos (ej. antidepresivos) o derivada de un desequilibrio electrolítico. Numerosos factores 
FIGURA 12: 	
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de ciertos fármacos [86]. Se ha descrito además que la prolongación del intervalo QT puede ser 
consecuencia de inanición [87].  Los fármacos asociados a la prolongación del intervalo QT se 
pueden ver en la tabla 3 adjunta. Cabe destacar que la prolongación del intervalo QT puede ser 

















voca la ganancia de función del canal de Na+  y permite que persista la entrada de iones Na+ que 
desajusta la salida de K+ y resulta en la prolongación del tiempo requerido para el restableci-













hombres y los que superan los 460 ms en las mujeres (valores corregidos por el ritmo cardíaco). 
Además de la prolongación del intervalo QT,  las anomalías en ST-T son frecuentes y  propor-
cionan un dato más en el diagnóstico de esta patología. 








	8+ y K+. Existen dos patrones de herencia fundamentales en 
el SQTL: uno autosómico dominante que da lugar al Síndrome de Romano-Ward y otro autosó-
mico recesivo que origina el Síndrome de Jervell Lange-Nielsen, que cursa con sordera congénita. 













de Na+ que representa entre un 2-8% de los casos [81]. La afectación de cada uno de estos genes da 
ANTIARRÍTMICOS
QUINIDINA 
HIDROCLORURO DE PROCAINAMIDA 
FOSFATO DE DISAPIRAMIDA 
HIDROCLORURO DE SOTALOL 
AMIODARONA 


























TABLA 3: Selección de medicamentos implicados en la prolongación del intervalo 
QT  |  Fuente:  Fuster, V. O´Rourke, Walsh, Poole – Wilson, King III, Roberts, Nash, 










KCNH2 da lugar al SQTL tipo2 (LQT2) y SCN5A da lugar al  SQTL3 (LQT3).











ejemplo, el de Keating, el criterio Schwartz es aún considerado como una herramienta importante 
en la práctica clínica.  
2.5.2.2  Síndrome de QT corto.


















coincide en el ECG,  con el cierre de la válvula aórtica y la relajación isovolumétrica. Éste hecho 









CRITERIOS SCHWARTZ  PARA EL DIAGNÓSTICO DE QTL 
HALLAZGOS ECG*1 PUNTOS 
A. 
QTC
 480 ms ½










Ondas T alternas. 1 
D. 
Muescas en onda T en tres derivaciones. 1 
E. 
Frecuencia cardíaca baja para la edad.*2    
0,5 









Sordera Congénita 0,5 
HISTORIA FAMILIAR PUNTOS 
A. 
Miembros de la familia con SQTL confirmado 1 
B. 
MSC no explicada en un familiar inmediato > 30 años 0,5 
TABLA 4: Criterios Schwartz para el diagnóstico del SQTL (adaptada). |
Fuente: Hedley et al. (2009)[81]. *1: En ausencia de medicamentos o 
enfermedades que puedan afectar al ECG. *2: Ritmo cardíaco medido en 
descanso.*3: Excluyentes mutuamente. Se considera baja probabilidad de 
SQTL si se alcanza una puntuación £ 1 punto. Una probabilidad 
intermedia se define por una puntuación de 2 a 3 puntos. Si se alcanzan al 
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hacer sospechar SQTC [77] [81]. Estos síntomas pueden presentarse a cualquier edad, incluso en 
neonatos en el primer año de vida en los que se ha descrito muerte súbita. Un acortamiento inex-











pacientes con QT corto (tipo1, 2 y 3) presentaban un QTc menor de 320ms. Sin embargo, al igual 
que en SQTL, la zona de transición de los intervalos QT normales a los patológicos es complicada 
de establecer [77]. Se acepta que valores del intervalo QT comprendidos entre 320ms y 340 ms 
son cortos (pese a que 340ms podría ser considerado normal) si existen antecedentes de síntomas 
cardíacos como síncope o muerte súbita recuperada. 
Alguno de los genes previamente descritos como causales de SQTL se han visto como 
también implicados en SQTC: en la primera familia en que se describió una mutación en el gen 
KCNH2, ésta implicaba la ganancia de función en los canales I
kr
  +	*
 	 8X| 
	
ha visto que KCNQ1, KCNJ2 y CACNA1C también son comunes en ambas patologías, de modo 
que el efecto funcional de la mutación sobre la proteína (pérdida o ganancia de función) es lo 
que determina el tipo de canalopatía desarrollada. En el SQTC, las mutaciones en los genes que 

	
	+: KCNH2, KCNQ1 y KCNJ2, provocan una ganancia de función de 
éstos canales y dan lugar al SQTC1, SQTC2 y SQTC3 respectivamente. En el SQTC1 se produce la 
FIGURA 14: 			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de las ondas T y U. Valor QT 260 ms, QTc 283 ms, velocidad del papel 50 


























que conduce la despolarización por las corrientes de Ca2+ tardía, CACNA1C y CACNB2, provocan 
la pérdida de función de dichos canales y dan lugar a los SQTC4 y SQTC5 respectivamente con 
fenotipo similar al síndrome de Brugada [81].
2.5.2.3  Síndrome de Brugada. 
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segmento ST en las derivaciones precordiales derechas (v1-v3) [185]. Puede asociarse además a aumento 






(sin aparente relación con una variación del sistema nervioso autónomo) o bajo estrés.













embargo, sí padecen la patología y, por otro, por tratarse de un síndrome de descripción bastante 
reciente. Se estima que el SBr es responsable de más de un 12% de los casos de muerte súbita 












La estima de la prevalencia de la patología se ha realizado en estudios poblacionales en los que se 






que los síntomas suelen desarrollarse en torno a los 40 años de edad, la muerte súbita puede 
afectar a individuos de cualquier edad y calculan un porcentaje en varones de un 75%. Estiman 
que entre un 20 y un 50% de los afectos tienen historia familiar de muerte súbita [102]. 
Diferentes factores ambientales pueden modular el fenotipo del SBr. El electrocardiograma 
se normaliza en aproximadamente un 40% de los pacientes, por lo que puede pasar inadvertido, 
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cocaína). En estos casos el tratamiento con Flecainida, Procainamida o Ajmalina es utilizado para 
desenmascarar la patología en el electrocardiograma.  
El patrón de herencia predominante de la patología es autosómico dominante con expre-
sión probablemente dependiente de la edad y penetrancia incompleta. La expresividad de esta 
















Desde entonces,  mutaciones en otros genes se han descrito como responsables de esta patología, 






















con morfología en «silla de montar», seguido de una onda T positiva, y tipo 3, con elevación del 
segmento ST y punto J < 1 mm y morfología variable tipo cóncavo o tipo en “silla de montar” 









	8+ como de diferentes 
canales iónicos (Tabla 5). Las mutaciones afectan al correcto desarrollo de las fases “1” y “2” del 
	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Se estima que entre un 20 y un 25% de los pacientes afectos de SBr presentan mutaciones 
en el gen SCN5A [107] que representa, además, entre el 5-10% de las mutaciones encontradas en 
casos de muerte súbita cardíaca en adultos y niños [103]. Se han descrito más de 200 mutaciones 
que provocan la pérdida de función de los canales de Na+ mediante diferentes mecanismos [104] 
|
Se han encontrado mutaciones en el gen SCN5A que explicaban la muerte súbita nocturna, 

















duce una pérdida entre el equilibrio de entrada 
de Na+ y salida de K+ en la fase I. Se produce 
una despolarización prematura. El ECG resul-
tante es el característico del SBr. Fuente Bru-


























que mutaciones en el gen del receptor cardíaco de rianodina (Ryr2) podría dar lugar a defectos 
heredables en el intercambio de calcio en el miocito [117]. Las manifestaciones clínicas se dan con 
frecuencia durante la niñez y adolescencia.
La TVPC presenta dos modos de herencia: autosómica dominante y recesiva. La forma 
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rianodina, una proteína de gran tamaño que forma el canal de liberación de calcio en el retículo 
sarcoplásmico. Es fundamental en la regulación tanto de la contracción y la relajación como del 
nivel de calcio intracelular. La forma recesiva de la enfermedad es causada por mutaciones en la 
isoforma cardíaca del gen de la calciquestrina (CASQ2), la cual se une al receptor de rianodina y 
participa en el control de la excitación-contracción.





tación de un DAI. La mortalidad, cuando la patología no es tratada a tiempo, gira alrededor del 





Un 70% de los pacientes presentan una mutación en Ryr2 con una penetrancia promedio 
de un 80% [118]. Se debe considerar el estudio de genes implicados en la TVPC en aquellos casos 












EFECTO DE LAS 
MUTACIONES*7
Proteína NaV1.5 SCN5A 3p21 SBr 1 20-30% Subunidad « INa
PÉRDIDA DE 
FUNCIÓN 





Canal de Calcio tipo L CACNA1C 12p13.3 SBr 3 ? Subunidad « ICa
PÉRDIDA DE 
FUNCIÓN 
Canal de Calcio tipo L 




















TABLA 5: Genes implicados en el desarrollo del SBr. | *1,2,3,4 y 5: Fuente : Allegue  et al (2010). 
[115]*6 y 7: Fuente: Hedley et al. (2009). [103]SBr(1, 2, 3, 4, 5, 6, 7): Síndrome de Brugada (tipos 1, 2, 
3, 4, 5, 6, 7)}. 
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2.5.3.  SÍNDROME DE LA MUERTE SÚBITA  DEL LACTANTE.
La mortalidad infantil continúa siendo un grave  problema de salud pública pese a los 
avances en la medicina perinatal y en la de neonatos. Las causas de muerte en bebés son múlti-
ples: nacimiento prematuro, bajo peso al nacer, patologías congénitas o el síndrome de la  muerte 
súbita del lactante. Estas patologías resultan de una compleja interacción entre factores genéticos 
y ambientales.
La muerte repentina e inexplicada tras autopsia de un bebé en su primer año de vida recibe 
el nombre de Síndrome de la Muerte Súbita del Lactante (SMSL). Ocupa el tercer lugar en las 
causas de muerte durante la infancia [121] y su incidencia, aunque resulta muy complicada de 
establecer, se estima en torno a 0,57 y 0,41/1000 nacimientos, en Reino Unido y Estados Unidos 














0.2 y 0.3/1000 nacidos vivos [123]. 
Además de los factores ambientales -tales como la posición del bebé durante el sueño, la 
exposición del bebé al humo del tabaco o el tabaquismo materno durante la gestación-, se han 






























Veremos el papel de cada uno de ellos en el sub apartado referente a la muerte súbita del 
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3.  GENÉTICA DE LA MUERTE SÚBITA CARDÍACA.
Estudios previos demuestran que el examen cardíaco y el estudio genético de familiares, 
especialmente en familiares de individuos jóvenes que fallecen súbitamente, combinado con el 
análisis post mórtem  aumenta la capacidad diagnóstica, con una tasa de acierto comparable al 
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prevención de la muerte súbita. Los costes de las pruebas clínicas son elevados de modo que la 
aplicación en la evaluación clínica de rutina en deportistas de alto nivel es objeto de debate [125] 








la causa de síntomas cardíacos tales como síncope de repetición.  Suárez-Mier y Aguilera publican 










cular izquierda severa y la miocardiopatía arritmogénica. Un 30% de las muertes no pudieron ser 
explicadas. En mayores de 30 años la enfermedad ateromatosa coronaria asociada al ciclismo fue 
la causa predominante [127].
Jouven y colaboradores llevan a cabo un estudio en el que participan 7746 varones de 
mediana edad (43-52 años) asintomáticos,  a los que se les hace un seguimiento durante 23 años. 
Concluyen que  el riesgo de MSC es el doble si uno de los progenitores tiene una historia personal 
de muerte súbita y nueve veces superior si ambos progenitores la tienen (estos últimos casos son 
	
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Se han realizado numerosos estudios genéticos de síndromes familiares monogenéticos 
que tratan de esclarecer la susceptibilidad genética a torsade de pointes y/o a MSC.
3.1.  MIOCARDIOPATÍA HIPERTRÓFICA FAMILIAR.
Se han descrito un gran número de mutaciones implicadas en el desarrollo de la  MCH; 


































los principales genes descritos como implicados en el desarrollo de las diferentes patologías así 
como el solapamiento entre ellos.
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3.1.1.  EPIDEMIOLOGÍA GENÉTICA.
Como hemos visto, la MCH es una enfermedad con un modo de herencia autosómico domi-
nante. Sin embargo, cabe destacar que los varones representan entre un 60 y un 70% de los casos 
mientras que las mujeres tienen más síntomas que los varones [131]. En muchos pacientes con 
MCH no se ha podido comprobar  la naturaleza familiar de la enfermedad tal vez debido al número 
de familiares estudiados, a su edad (por ejemplo individuos jóvenes sin desarrollo de la MCH en 
el momento del examen clínico), a los criterios diagnósticos utilizados o a la severidad del feno-
tipo. Sin embargo se acepta que la presentación es familiar en un alto porcentaje de los pacientes. 
Estudios poblacionales estiman que  la tasa de mortalidad anual por MCH se encuentra entre un 
2 y un 4% [132] [133] y por encima del 6% en niños [134]. Estudios más recientes establecen una 
tasa de mortalidad menor de un 1% en población general [135] [136].
La penetrancia de la patología es dependiente de la edad por lo que el fenotipo puede no 
estar presente en portadores considerados asintomáticos. El seguimiento clínico debe llevarse 
a cabo de manera sistemática en los familiares asintomáticos, ya que existen mutaciones con 
penetrancia incompleta, es decir, mutaciones que no producen (o no se detectan) manifesta-
ciones clínicas en los todos los portadores. La existencia de individuos afectos con dobles y triples 
mutaciones podría explicar que familiares que no hayan heredado todas ellas no desarrollen la 





a mutaciones causales en proteínas sarcoméricas, de rutas de señalización. Explican que estas 
mutaciones afectan a la estructura y al nivel de expresión de la proteína sarcomérica por lo que 
se ven alteradas tanto las funciones moleculares y celulares como la interacción actina-miosina y 













la interacción entre rutas moleculares intermediarias en el contexto en que operan así como de 
factores ambientales [44].
FIGURA 16: Heterogeneidad genética y solapamiento genético en 
los principales genes implicados en el desarrollo de miocardiopa-
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Las causas genéticas de la MCH comenzaron a ser estudiadas tras la observación de que 























sea  incompleta en alguna de las mutaciones. Se trata además de estudios complicados en cuanto a 
la técnica y al gasto económico que conllevan. Este problema se solventa a medida que se desarro-
llan nuevas estrategias de genotipado a gran escala y técnicas de análisis de genomas completos 
por medio de las nuevas tecnologías de biología molecular aplicadas, tanto al estudio de familias 
como a la búsqueda de genes candidatos. Tras la detección de variantes genéticas en estos genes 
candidatos, es necesario descartar la misma en población general y estudiar la cosegregación con 










como las aproximaciones por modelos bioinformáticos de predicción de la posible patogenicidad 
de la variante encontrada son herramientas muy útiles y fundamentales para la comprensión del 
posible efecto fenotípico de dicha variante en humanos. El creciente número de mutaciones que 
se describen constantemente en la bibliografía como implicadas en el desarrollo de MCH provoca 
que el estudio en animales o estudios funcionales en proteínas sean cada vez más complicados así 
como cada vez más necesarios para comprender los posibles efectos funcionales de las variantes 
genéticas.































































siendo estudiados más en profundidad y se describan nuevos genes implicados. Los avances en la 















Cientos de mutaciones se han visto implicadas en el desarrollo de la patología. Éstas han sido 
publicadas en multitud de artículos y numerosas bases de datos recogen esta información.
Profundizaremos en aquellos genes incluidos en el estudio genético que hemos desarro-
llado.




La miosina es una proteína hexamérica formada por dos cadenas pesadas de un peso 














ciona la función motora de la contracción cardíaca. 
El gen MYH7 fue el primer gen en el que se relacionaron mutaciones con la MCH. Se loca-
liza en el cromosoma 14 (14q12). 
Se expresa de forma predominante en el ventrículo, aunque también en el músculo esque-
lético rico en $
	!	X
>
	 han descrito en torno a 300 mutaciones 
según la base de datos de The Human Gene Mutation Database at Institute of Medical Gene-
tics in Cardiff (HGMD). Mutaciones en este gen se han visto relacionadas no sólo con la MCH 
sino también con miopatías y MCD familiar. La mayoría de las mutaciones descritas en este gen 
son como cabría esperar, mutaciones puntuales que dan lugar a la sustitución de un aminoácido 
por otro (mutaciones missense) [44] y afectan en su mayoría  en la mitad amino terminal, en 
la región de la cabeza globular de la molécula. Se pueden encontrar mutaciones en zonas con 
actividad bioquímica hidrolítica como, por ejemplo, en la zona de contacto con la actina. Esta 
zona se encuentra próxima a la zona con actividad ATPasa dependiente de la actina en la que se 
aloja el ATP que, al hidrolizarse, libera un enlace fosfórico de alta energía, fundamental para la 













Se han descrito mutaciones en los lugares de unión de la cadena ligera, en la zona de unión 
















Un elevado número de mutaciones están localizadas en los primeros 23 exones, que codi-
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miosina en la región C de las bandas A del músculo estriado. El gen MYBPC3, localizado en el 
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#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	 proteína C de unión a miosina que se 
expresa exclusivamente en el músculo cardíaco. Alguno de los dominios propios de la isoforma 





tanto a éstos como a la titina.  Se encuentra localizada en la región C de la banda A y, como otras 
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inserciones/deleciones y mutaciones de splicing que pueden provocar un desplazamiento de la 
pauta de lectura y dar lugar a una proteína truncada [44], normalmente en el dominio carboxi-
terminal donde se localiza un lugar de unión de la miosina. 
Las mutaciones en MYBPC3 aparecen en un 15-25% de los pacientes con MCH. Estas muta-
ciones son muy frecuentes, tanto como las mutaciones en MYH7 o incluso más [143]  [144] [145]. 
Se considera que las mutaciones en MYBPC3 dan lugar a un fenotipo más leve que las que se 
producen en otros genes sarcoméricos, con una expresión más tardía, es decir,  los portadores 
pueden no manifestar clínicamente la MCH hasta la cuarta, quinta o sexta década de la vida [146] 
	

















tanto, la detección de pacientes sospechosos de padecer MCH debería incluir pacientes de todos 
los grupos de edad, incluso a los adultos considerados saludables en evaluaciones clínicas previas 
[147]. 









Al dominio regulador de la cabeza de la miosina se unen dos tipos de cadenas ligeras, la 









Pertenecen a la superfamilia de las proteínas “EFhand”, que incluye la calmodulina y la troponina 
C [148]. 
La idea de que los genes MYL2, localizado en el cromosoma 12 (12q24.11)  y MYL3, loca-
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		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y esencial de 
la miosina respectivamente podrían estar implicados en el desarrollo de MCH surge de que un 
grupo importante de mutaciones de MYH7 se localizaban muy próximas a los dominios invo-
lucrados en la unión a las cadenas ligeras, lo que sugería que esta región podría ser una zona 
crítica para el funcionamiento normal de las proteínas motoras [148]. Hoy, ya se han establecido 
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componen la cadena reguladora. Ésta puede ser fosforilada a través de la vía de la proteína quinasa 
A, implicada en la contracción (el Ca2+ provoca la fosforilación de la cadena ligera reguladora y 
comienza la contracción). 
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de los músculos papilares, columnas carnosas ubicadas en las paredes internas de los ventrículos 
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Troponinas cardíacas: TNNT2		 6¥? À; TNNI3(Gene Bank: M64247); 
TNNC1(Gene Bank: M64247 )  .
TNNT2   Troponina T cardíaca, TNNI3   Troponina cardíaca I,  y 
TNNC1 [














Mutaciones en TNNT2 y en TNNI3 se han asociado con MCH aunque se ha visto que hay 
mutaciones en estos genes implicados en el desarrollo de MCD y, en el caso de TNNI3, con miocar-















































MCH. Desde entonces se describen de manera precisa mutaciones en los exones de este gen, 










lugar a una proteína con un segmento interno menos y la 3 y 4 tienen dos segmentos menos que 
la isoforma 1. El gen está formado por 16 exones que dan lugar a las  isoformas de la troponina 
mediante el uso de exones y de sitios aceptores alternativos.
La isoforma cardíaca de TNNT2 comparte la estructura completa y la función de otras 
isoformas de troponina. Se trata de una molécula asimétrica de aproximadamente 35 kDa. La 





complejo formado por las troponinas cardíacas I/C sobre la ATPasa de la actomiosina [148]. 
Las mutaciones descritas en TNNT2 se distribuyen a lo largo de toda la molécula. La 
presentación clínica de estas mutaciones es muy similar en todos los casos: se caracteriza por una 
>			$									
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La Troponina I es la subunidad inhibidora del complejo de las troponinas que bloquea la 
interacción entre la actina y la miosina y media la relajación muscular. 
[883    3   	 
	 	<	
 	<
		 	 	 

cardíaco. Ésta posee un extremo amino-terminal de 33 aminoácidos que no tienen las formas 
esqueléticas. Se une a la actina e impide la actividad ATPasa de la miosina. La inhibición por esta 
unidad se vuelve reversible en presencia de Ca2+, que se une a la troponina C e induce un cambio 













ocho exones que lo conforman.
El gen TNNC1 	
		2+ e impide la acción inhibitoria de 
la troponina I, con lo que se puede producir la interacción de la actina y la miosina y la hidrólisis 
del ATP. Se han descrito mutaciones en este gen implicados en el desarrollo de ciertas formas de 
MCD.







 	 [9W   	

. La tropomiosina está situada en el surco de la 













dependiente de Ca2+ de la actina y la miosina durante la contracción. Aunque se han descrito 
mutaciones asociadas con MCH en la alfa tropomiosina, éstas son una causa infrecuente de la 
patología. Alguna mutación descrita en este gen se ha asociado con MCD. 
TPM1 da lugar a siete isoformas. Consta de 10 exones que dan lugar a los 284 residuos 









cadas en la movilidad de diversos tipos celulares. En las células musculares la actina es el cons-
39
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En ACTC se describieron por primera vez mutaciones asociadas tanto con MCH como con 
W7|Se ha visto además que mutaciones en el gen ACTC pueden cursar con no compacta-
ción del ventrículo izquierdo así como de defectos septales de presentación familiar [72]. 





de una mutación missense GCC-TCC que origina un cambio Glu-Gly en la posición 363. Esta 
mutación se asocia con miocardiopatía dilatada. Fue un año más tarde cuando Mogensen  y cola-
boradores publican en Clinical Investigation la primera mutación en ACTC que da lugar a  MCH 
}		$[	!+			!|	
al sitio de unión de la miosina y puede afectar a dicha unión.
Desde entonces, se han descrito múltiples mutaciones implicadas, de gran  heterogeneidad 
en los fenotipos que originan.
	+[





TTN (Gene Bank: AK056602)  
	[[8proteína gigante de Titina. 			
		
KDa, aproximadamente, lo que la convierte en el polipéptido más grande conocido. Se encuentra 


























rigidez del tejido. Los autores sugieren que la titina puede actuar como dos resortes en serie y que 
la expresión diferencial de estos dos resortes proveería una explicación molecular de la diversidad 
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por la interrupción de la interacción de la titina, la miosina y la proteína C de unión a miosina, 








El gen TTN se localiza en el cromosoma 2 (2q31) y da lugar a cinco isoformas cardíacas 
de las cuales la isoforma N2-B es la predominante en músculo cardíaco aunque las isoformas 








 > 	 	 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de la cadena pesada de la miosina cardíaca y se localiza aproximadamente a 4 Kb de MYH7. Se 








porcentaje amplio (30%) de las proteínas ventriculares en el adulto [138]. 
Mutaciones en este gen se han asociado a MCH, MCD y miopatía esquelética así como con 







PRKAG2 (Gene Bank: AF087875)
PRKAG2, localizado en el cromosoma 7 (7q36.1), Proteín-kinasa activada por 
AMP. Se trata de una 	 >		" #   

















dependiente del AMP cíclico funciona como un sensor de la situación energética de la célula que, 












con el desarrollo de una forma característica de MCH con  Síndrome de Wolff-Parkinson White 
(SWPW) y trastornos de conducción. El término MCH en este tipo de patología es muy discutido 
ya que se trataría de una enfermedad de depósito en la que se produce un acúmulo de glucógeno, 









en 16 exones y la tercera en 12. 
TCAP 		6¥?+=  












































un papel importante en el ensamblaje de la sarcómera.
El gen TCAP consta de dos exones que dan lugar a una proteína de 167 residuos aminoací-
dicos.
GLA 		6¥?À
 situado en el cromosoma X (Xq22), «

		
glicoproteína homodimérica con actividad hidrolítica, principalmente de ceramidas y puede cata-
lizar azúcares. 
 Se han descrito mutaciones en GLA que afectan a la síntesis, al procesado y estabilidad de 
la enzima y pueden dar lugar al desarrollo de la enfermedad de Fabry. Esta enfermedad cursa con 
manifestaciones cardíacas frecuentes. Se han descrito estudios en los que se hace hincapié en la 
necesidad del estudio genético de GLA en pacientes con MCH en que se han descartado muta-



















MYO6 da lugar a una proteína de 1285 residuos aminoacídicos y  consta de 35 exones.
MYLK2		6¥?+~|}}
	W|Cadena ligera de la Miosina kinasa 2.  Se localiza en el cromo-
soma 20(20q13.31). Davis y colaboradores describen una mutación en este gen en dos individuos 





3.1.2.  CORRELACIÓN GENOTIPO-FENOTIPO.
La gran diversidad y heterogeneidad fenotípica de la MCH  ha sido ampliamente demos-
trada y podría ser explicada, en gran medida, por la gran diversidad y heterogeneidad genotí-























en cuatro individuos de los 488 casos índice de pacientes diagnosticados de MCH que incluye su 
estudio. Estos cuatro casos comprendían uno con historia personal de muerte súbita recuperada 
y tres con un elevado riesgo de padecer una muerte súbita. A todos ellos se les implantó un DAI, 
que produjo dos descargas apropiadas. Tres de los casos presentaban un fenotipo severo en la 
cuarta década de vida; se optó por un trasplante en uno de ellos y marcapasos en los otros dos. El 
fenotipo del cuarto de los casos resultó menos severo. Las mutaciones encontradas fueron, en el 
primero de los casos (mujer de 32 años de edad), en el gen MYH7, otra en MYBPC3 y la tercera en 
TNNI3. El segundo caso (varón de 46 años de edad), presentaba dos mutaciones en MYH7 y una 
tercera en E165D. El tercero (mujer de 45 años de edad), presentaba una mutación en MYH7 y 






familiares en cada uno de estos casos y se describió la diferente severidad de los genotipos en cada 
uno de ellos. Estudios como el de Girolami y colaboradores son fundamentales para establecer 
correlaciones entre el genotipo y el fenotipo en la MCH [52].



















varía con la morfología del septo. Relacionan además los tipos de morfología del septo con la 
edad, de modo que encuentran que la morfología sigmoidea, por ejemplo, es más frecuente en 
pacientes mayores de 50 años. Detectan mutación en el 37% de los casos estudiados (n=382). En 
menores de 50 años de edad (n=256) no encuentran mutación en el 55% de los casos.  En mayores 








de la morfología del septo. [145]. Entre otros estudios, el llevado a cabo por Bos y colaboradores 
describe correlaciones entre el fenotipo y el genotipo, de nuevo atendiendo principalmente a la 










cias de las mutaciones en los diferentes genes que estudiaron y que el grupo de Bos relaciona con 
las diferentes morfologías septales [157].
Estos datos invitan a recapacitar sobre si la MCH debe ser tratada como varias enferme-
dades y sobre la posibilidad de subdividirla en subgrupos. Tal vez con el tiempo y el estudio  de 
las correlaciones entre genotipo y fenotipo de las variantes genéticas que se van describiendo, se 
considerará que la MCH es en realidad un grupo de diferentes patologías.














Como hemos visto, múltiples patologías pueden dar lugar a un fenotipo  similar al de la 




















de enfermedad de Fabry, especialmente en mujeres [154].
 		 	   	 	
$		  	! 		 #	  	 
	
ha visto que el  fenotipo que originan mutaciones en MYBPC3 no se diferencia del que originan 
mutaciones en MYH7 [157]. Por otro lado, se debe tener en cuenta que los portadores de una 














que la patología es más severa. Esto podría explicar el por qué de estas diferencias de expresión 
fenotípica en pacientes con una misma mutación patogénica. Tal vez pacientes con fenotipo más 
severo sean portadores, además, de alguna otra variante genética que esté aumentando la malig-
nidad del fenotipo. En el caso de familiares, en aquellos portadores asintomáticos resulta funda-
mental el seguimiento periódico ya que la enfermedad puede desarrollarse; la detección precoz de 
la misma es importante para adoptar un tratamiento preventivo. 
FIGURA 17: Esquema de las diferentes morfologías septales en función del gen implicado en el
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3.1.3.  ESTUDIO GENÉTICO.
En el estudio de las causas genéticas de la MSC, se han utilizado estrategias diferentes. El 
estudio genético en genes candidatos por secuenciación directa trata de establecer la relación 
entre el riesgo a sufrir una MSC con las variaciones genéticas detectadas en genes seleccionados 
de rutas metabólicas concretas. Aunque estos estudios  nos permiten evaluar variantes gené-
ticas que pueden conferir riesgo (o protección) a la MSC, se trata de una estrategia de análisis 
de genes conocidos y por tanto limitada a éstos. Sin embargo, sabemos que la MCH puede ser 
consecuencia de múltiples factores e interacciones entre diferentes genes. La lista de genes y de 







variantes genéticas. Varios estudios, entre el que encontramos el de Girolami y colaboradores, 
secuencian los genes implicados en el desarrollo de MCH mediante resecuenciación de genes 
implicados. Girolami y colaboradores estudian los exones y las regiones de splicing de  MYH7, 
MYBPC3, TNNT2, TNNI3, TPM1, ACTC, MYL2, MYL3,LAMP2, PRKAG2 y GLA por medio de un 
array a medida que diseñan en la plataforma Affymetrix (Affymetrix, Santa Clara, California) 
[52]. Se han desarrollado estudios similares de resecuenciación de genes implicados en MCH 
[160] [161]. El principal problema que presentan la resecuenciación a gran escala o las nuevas 
aproximaciones de secuenciación de última generación (NGS: Next Generation Sequencing) es el 
análisis de los datos que necesita el desarrollo de herramientas bioinformáticas potentes. 
La estrategia de detección o análisis directo de variantes descritas es de gran utilidad ya 








tico rápido y de aplicabilidad casi inmediata. Permite que los grupos de consejo genético de los 
centros hospitalarios puedan tener los datos del análisis genético de forma rápida para evaluarlos 







para poder guiar la terapia, sino que aporta un dato a tener en cuenta a la hora de evaluar cada 
caso de forma individual, junto a la historia familiar y clínica del portador. 
En el año 2010 Chiu y colaboradores publican los resultados de un estudio GWAS en 
		
 	 WX [
 	< 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riéndose a éstas como las cardiopatías con base genética clara). La información detallada de la 










herencia autosómico o recesivo. Se debe solicitar información al paciente o a sus familiares sobre 
47












ditaria de la patología, el modo de herencia de la misma. Debe considerarse herencia bi-lineal, 
es decir, la transmisión de la mutación causal de la patología, tanto por herencia materna como 
paterna y no asumir a priori la vertiente familiar de origen. Esto cobra especial relevancia teniendo 
en cuenta la diferencia en la severidad del fenotipo en pacientes con dobles y triples mutaciones. 
El conocimiento de la historia familiar puede darnos idea, por ejemplo, de la edad en que se desa-
rrolla la patología, de su letalidad o de la respuesta a un tratamiento. La recogida e interpretación 
de estos datos es laboriosa para la práctica clínica, de forma que se recomienda que se remita a 
los pacientes con miocardiopatía a centros especializados en genética de miocardiopatías. Hers-
berger y su equipo recomiendan, así mismo, el estudio clínico de miocardiopatías en familiares 
asintomáticos de primer orden y describen los intervalos de tiempo con que se debería realizar el 
seguimiento. Por último, proponen que el estudio genético debe realizarse en el familiar en que la 
afección sea más clara para facilitar el manejo y el estudio de los demás familiares [163]. 
Estas recomendaciones deben actualizarse con cierta periodicidad debido a que el conoci-
miento de las bases genéticas de las miocardiopatías avanza de forma rápida.
3.1.4.  CONSEJO GENÉTICO. 
Pese a que los avances en el entendimiento de la genética de la MCH son rápidos, cada 
vez menos costosos en tiempo y más asequibles, el consejo genético resulta todavía muy compli-
 	 	
$		 	$    >				 	  WX  	   	
-
ción del riesgo de portadores de mutaciones implicadas en esta patología. El trabajo conjunto de 
especialistas, clínicos, farmacéuticos y genetistas es fundamental para decidir el tratamiento más 
adecuado de estos pacientes. El seguimiento de los mismos de manera continuada ayudará a esta-
blecer las correlaciones genotipo-fenotipo con exactitud, de tal modo que la  individualización del 
tratamiento y el diagnóstico molecular de la MCH será una realidad a corto plazo. Es necesaria la 
creación de bases de datos públicas que ayuden a comprender un caso en concreto, por haber sido 
descrito algún otro similar previamente. 






















caso de pacientes presintomáticos, es importante la prevención, no sólo con exámenes clínicos de 
rutina sino también para la valoración de la terapia farmacológica más adecuada o estimar, en su 
caso, la implantación de un DAI [163].
Las estrategias de estudio genético a gran escala así como la secuenciación directa de genes 
seleccionados dan lugar a multitud de datos. La interpretación de estos datos supone un problema 
a la hora de prestar asesoramiento genético ya que se detectan variantes genéticas con impli-
caciones funcionales desconocidas. Los programas de simulación informática del efecto que la 
variante ejerce sobre la proteína, como el PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) son 
una herramienta útil ya que los estudios funcionales en modelos animales son inabarcables en un 
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de los canales iónicos reguladores del intercambio de iones a través de la membrana celular. Estos 










descrito variantes genéticas implicadas en las diferentes canalopatías.
3.2.1.  EPIDEMIOLOGÍA GENÉTICA.
Alguno de los genes relacionados con el SQTL  son comunes a  SBr,  SQTC y  al SMSL (Tabla 
7); es decir, mutaciones en los mismos genes pueden dar lugar a arritmias familiares diferentes 
(y a defectos de conducción como ocurre en el caso de SCN5A). Las mutaciones en los canales de 
K+ provocan defectos en la apertura de los canales lo cual conlleva un descenso de la salida de K+ 
de la célula. Las mutaciones en los canales de Na+ provocan un fallo en el cierre de éstos y una 
entrada excesiva del catión al interior celular. El resultado es un gradiente eléctrico inadecuado 
durante el potencial de acción que conlleva una prolongación del intervalo QT.
De nuevo se profundizará en aquellos genes incluidos en el estudio genético que hemos 
desarrollado: 
KCNQ1 (Gene Bank: AF000571)
El gen KCNQ1 se localiza en el cromosoma 11 (11p15.5). 			
K+ dependiente de voltaje, la proteína Kv7.1, fundamental en la fase de repolarización del poten-




FIGURA 18: Heterogeneidad genética y solapamiento entre los principales genes 
implicados en el desarrollo de desórdenes arritmogénicos. 
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genes KCNE1 y KCNE3 y forman complejos multiméricos heterogéneos que originan la corriente 
lenta de K+ I
ks
.
Como se ve en la tabla 7, mutaciones en este gen dan lugar a dos síndromes diferentes; Así, 
mutaciones en heterozigosis en este gen dan lugar al síndrome Romano Ward, mutaciones en 














de la isoforma 2 en que la proteína resultante tiene un N-t más corto. Es un gen formado por  16 
exones  que dan lugar a una proteína de 676 residuos aminoacídicos.
KCNH2 (Gene Bank: U04270)















sable de la activación rápida del I
kr. 
Mutaciones en este gen dan lugar al Síndrome de QT Largo 
tipo 2 (LQT2). 




















y da lugar a   888 aminoácidos. 
SCN5A 		6¥?+=

	 	 	 	 	  
$$ « 	  	 8+ dependiente de voltaje 
\
$«		8+ cardíaco, NaV1.5. Se localiza en el cromosoma 3 
(3p21). Defectos en este gen pueden cursar con inactivación retrasada del canal de Na+ así como 
con reaperturas indebidas del mismo que originan corrientes hacia el interior de la célula las 
cuales prolongan el potencial de acción y por tanto el intervalo QT. Mutaciones en este gen dan 
lugar síndrome de QT Largo tipo 3 (QTL3) por ganancia de función de los canales. Como vimos, 
en el SBr se han descrito mutaciones en este mismo gen que conllevan la pérdida de función de 
este canal.




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3.2.2.  CORRELACIÓN GENOTIPO-FENOTIPO.





LQT1 los eventos cardíacos tienen lugar durante actividad física[164]. Se ha visto que la natación 










con LQT2 son estímulos auditivos y el momento de despertarse mientras que en los pacientes de 
LQT3 los eventos tienen lugar en reposo. 
Las correlaciones genotipo-fenotipo en el SQTL son complicadas de establecer debido a 
la heterogeneidad intra alélica. Sin embargo, en el caso de LQT1,LQT2 y LQT3 ha sido posible 
























que el riesgo de padecer eventos cardíacos era considerablemente menor en pacientes con LQT1 
que en pacientes con LQT2 y 3. Más del 30% de los portadores de mutación  con síndrome de 
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
para mutaciones en los tres genes. En general, pacientes con LQT1 y LQT2 presentan un mayor 
riesgo de eventos cardíacos que pacientes afectos de LQT3, aunque éste parece estar relacionado 
con una mayor mortalidad. Los pacientes de LQT2 yLQT3 presentan un pronóstico peor a largo 
plazo que los afectos de LQT1 en los que, según Priori y colaboradores, el 30%de los portadores 
de mutaciones son asintomáticos [167]. El mismo valor de QT corregido (QTc) conlleva un peor 
pronóstico en pacientes con LQT2 y LQT3 que los pacientes afectos de LQT1 con ese mismo valor 
de QTc. Como hemos visto, las variables más importantes  a tener en cuenta son el sexo y la 
duración del intervalo QT.  El riesgo de sufrir síntomas antes de los 40 años de edad es mayor en 
mujeres afectas de LQT2 y en hombres afectos de LQT3 [167]. 





mientras que, en general, los pacientes de LQT3 no responden al mismo. 
El establecimiento de la correlación genotipo-fenotipo supone un reto debido a que porta-
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que no están de todo esclarecidos los factores epigenéticos que pueden estar interactuando. La 














Los datos sobre los demás genes implicados en el desarrollo del resto de los tipos de QT largo 
son aún limitados. Sin embargo, los pacientes que sufren síndrome de Jervell- Lange Nielsen y 
pacientes con síndrome de Timothy (LQT8) parecen presentar un mayor riesgo de MSC asociado 
y tienen un riesgo mayor de sufrir una MSC desde la infancia [81]. 


















El estudio genético de personas que fallecen de manera repentina y en los que tras rigu-
rosa autopsia no se encuentra la causa de la muerte es fundamental para conocer la posible causa 
del fallecimiento así como para el estudio genético de familiares que podrían estar en riesgo de 
sufrir un evento cardíaco fatal. El conocimiento de las correlaciones entre el genotipo y el fenotipo 







por procedimientos clínicos tradicionales como el ECG, es complicado en este grupo de población. 
Como veremos en el apartado correspondiente al SMSL, los genes causales de estas canalopatías 
pueden dar lugar a la muerte súbita en neonatos.
Al igual que en el caso de la MCH, el estudio genético habitual consiste en la detección 
directa de mutaciones en genes candidatos. Pese a que en el caso de SQTL los genes implicados, al 
menos en este momento, son menos numerosos, cabe esperar que se vayan describiendo nuevas 








permite un estudio genético rápido de los casos y aportan datos para proceder a la terapia más 



































que puedan ser indicadores del desarrollo de la patología. En caso de familiares afectos de SBr 
portadores de la mutación pese a ser asintomáticos, se podría estudiar si la arritmia puede ser 
inducida (demostrable con test realizado con Flecainida, Procainamida o Ajmalina).
El diagnóstico de la patología mediante el valor QTc calculado a partir del ECG es difícil 
de establecer por lo que el estudio genético ayuda a diagnosticar esta patología de manera más 
precisa. Las correlaciones genotipo-fenotipo en el SQTL muestran que un valor del intervalo QT 
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Introducir los estudios genéticos en la praxis médica habitual entre deportistas de élite 










de riesgo de sufrir un evento cardíaco fatal, es decir, en los deportistas con historia familiar de 
muerte súbita cardíaca, síncope inexplicado o historia clínica sospechosa de alguna de estas pato-
logías.
3.2.4.  CONSEJO GENÉTICO. 
Las medidas terapéuticas son muy complicadas de tomar, especialmente en portadores 
asintomáticos. De nuevo se hace patente la necesidad de la creación de equipos multidisciplinares 
que puedan ofrecer consejo genético a familiares así como el intercambio de experiencias en cada 
área de conocimiento y en los casos concretos que ayuden a personalizar el tratamiento de estos 
pacientes.
El avance en el conocimiento de las correlaciones entre el genotipo y el fenotipo permitirá 
prestar  asesoramiento genético a pacientes y familiares. 
Es necesaria la creación de unas recomendaciones estandarizadas para la comunidad cien-
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SQTL y sus familiares como para su estudio, por parte de especialistas en genética, del SQTL y 
SBr. 
3.3.  SÍNDROME DE LA MUERTE SÚBITA DEL LACTANTE.
3.3.1.  EPIDEMIOLOGÍA GENÉTICA.
W  $	




[168]. Schwartz y colaboradores publican los resultados de un estudio que incluye más de 34000 
neonatos  a los que se les realiza un ECG al tercer o cuarto día del nacimiento. Concluyen que el 
50% de los recién nacidos que fallecen víctimas del SMSL, presentaban un intervalo QT prolon-











a publicar en el año 2000 un caso  con una mutación en SCN5A. Se ha visto que en torno al 2% 
de los casos de muerte súbita del lactante estudiados presentan mutaciones en este gen [170]. 
En 2005 se publica un caso que relaciona la patología con el SBr [171]. El equipo de Arnestad 
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Se han descrito mutaciones en casos de SMSL en CAV3,también asociado al desarrollo de 
SQTL [173]. Como hemos visto, se han descrito 12 genes implicados en el SQTL, por lo que es 








que están siendo estudiados como candidatos en el SMSL. En 2007 Van Norstrand y colabora-
dores describen mutaciones en GPD1L en dos neonatos de raza blanca [175].







dios partieron de las médulas espinales de neonatos en los que se estudiaron defectos neuronales 
asociados a alteraciones en el acoplamiento de la serotonina con los receptores 5-HT1A. Estas 
















Se ha visto que  en el SMSL los elementos básicos de la neurotransmisión están alterados, por lo 
que la muerte podría ser debida a un fallo respiratorio y a otras respuestas del sistema nervioso 
autónomo ante factores estresantes durante el sueño. Se ha visto que el número de neuronas sero-
torinérgicas es elevado en casos de SMSL tal vez debido a la inmadurez morfológica del bebé lo 










de este gen que afectan a la captación de serotonina y parecen estar implicados en el SMSL.
Se han llevado a cabo numerosos estudios genéticos que tratan de buscar las causas gené-
ticas del SMSL. Estos estudios incluyen genes implicados en la diferenciación y desarrollo del 

























mayor de histocompatibilidad (HLA-DR2). Se han estudiado genes implicados en la producción 
de energía, la hipoglucemia y la regulación térmica (estudios de mutaciones en el ADN mitocon-
drial bajo la premisa de la baja actividad de los recién nacidos que duermen largos periodos de 
tiempo). 
El SMSL se asocia al bajo peso del bebé en el nacimiento y a un retraso en el crecimiento 





proteínas implicadas en la regulación de la hipoglucemia o la cantidad de glucosa en sangre, tales 









muerte súbita del lactante y en niños; se desarrollan numerosos estudios para tratar de esclarecer 







lugar a mutaciones que cursan con un fenotipo muy leve o indetectable incluso tras la autopsia, 
y son, sin embargo, letales y causa importante de muerte en población joven. Bajo esa hipótesis 
nos planteamos nuestro estudio genético a partir de muestras de tejido de neonatos que fallecen 
víctimas del SMSL. Los genes sarcoméricos y no sarcoméricos que hemos estudiado en estas 
muestras fueron explicados en el apartado de epidemiología genética de la MCH.
55
Es necesario indagar en las causas genéticas del SMSL antes de poder establecer correla-
ciones entre el genotipo y el fenotipo en esta entidad. Estudios de genomas completos podrían 
mostrar regiones concretas de interés para profundizar en los genes implicados en el desarrollo del 
síndrome. En el caso del SMSL el conocimiento de las bases genéticas implicadas por el momento 
es muy reducido y todavía no podemos hablar de correlaciones genotipo-fenotipo claras. Se han 
descrito porcentajes variables de mutaciones  asociadas al SQTL en pacientes con muerte súbita 
y autopsia negativa. Éstos oscilan desde aproximadamente el 10% en muerte súbita infantil y el 
35% en el adulto joven. En vista de estos resultados se ha propuesto la realización de un ECG 
sistemático en todos los neonatos [180].  
Weese-Mayer y colaboradores publican, en 2007, una revisión de los factores genéticos 
implicados en el SMSL. Recogen datos de estudios realizados por diferentes grupos y resumen 
las frecuencia de mutaciones en genes  implicados en el SQTL y en la TVPC tipo I. Entre los 
genes implicados en el SQTL, se ve que  el mayor porcentaje de mutaciones en casos de SMSL se 
encuentra, fundamentalmente, en los genes KCNQ1 y KCNH2 (con una frecuencia en torno al 1% 
en ambos) y en SCN5A, que resultó ser el gen en que se describió un mayor número de casos con 
mutaciones (frecuencia entre el 5-10% en niños caucasoides). La CAV3 representaba en torno al 
5% de frecuencia en nenonatos de raza negra y  en Ryr2 encuentran una frecuencia en torno al 2%.













II. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS
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En el desarrollo de la MSC están implicadas un amplio número de patologías que caracteri-
zadas por presentar una gran heterogeneidad fenotípica y genotípica. Supone un grave problema 
de salud que, en un elevado número de casos, afecta a individuos jóvenes aparentemente sanos. 
La naturaleza genética de estas patologías hace necesario el estudio de las bases moleculares y 
de los factores genéticos implicados en el desarrollo de la MSC. El avance en el conocimiento de 
dichos factores resulta fundamental tanto en el campo de la medicina forense, a la hora de escla-
recer una muerte a la que no se le ha encontrado causa, como en la clínica para ayudar en la apli-
cación de la terapia más adecuada en el individuo afecto. El estudio genético de pacientes afectos 
por alguna de las patologías que pueden dar lugar a MSC, en muchas ocasiones como primera 
manifestación de las mismas, así como el estudio genético de las muestras forenses, resulta de 
gran utilidad no sólo para pacientes sino también para los familiares que podrán ser asesorados 
por un grupo multidisciplinar de profesionales médicos, genetistas, farmacéuticos y psicólogos, 
que evaluarán el riesgo en cada caso de forma individual y guiarán la terapia más adecuada. Así, 
el estudio de las bases genéticas, combinado con el seguimiento clínico de individuos afectos y 
familiares, permitirá establecer las correlaciones entre el genotipo y el fenotipo de las variantes 
encontradas. El esclarecimiento de estas correlaciones hará posible una mayor precisión en el 
diagnóstico, lo que facilitará tanto la elección de la terapia más adecuada en afectos y familiares 
portadores de la variante o variantes genéticas detectadas en el familiar afecto, como el  conoci-
miento sobre el pronóstico en cada caso (siempre teniendo en cuenta que los factores ambientales 
		 	>!

Como se ha dicho anteriormente, la MSC puede tener lugar por un amplio rango de patolo-
gías y un número creciente de variantes genéticas en un amplio listado de genes, de tal modo que 
el estudio genético resulta complejo. Basándonos a esta complejidad nos hemos planteado una 
serie de objetivos, estructurados en tres bloques de acuerdo con los intereses planteados:
Bloque 1: El interés general del primer bloque de objetivos se centra en el conocimiento 
de las bases genéticas de las patologías que pueden dar lugar a Muerte Súbita Cardíaca (MSC) y 
el conocimiento de las estrategias de la biología molecular que pueden ser aplicadas al estudio 
genético de dichas patologías.  
Los objetivos concretos de este primer bloque son:
1. Conocer las bases genéticas de la muerte súbita cardíaca, los síndromes y variantes gené-
ticas implicadas.
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Bloque 2: El interés general del segundo bloque se centra en el desarrollo de estrategias de 
estudio genético para la detección de variantes genéticas implicadas en la muerte súbita cardíaca. 
Los objetivos concretos de este bloque son:
1. Diseño de una estrategia de análisis de variantes genéticas implicadas en el desarrollo de 
WX	!~WX
2. Diseño de una estrategia de análisis de variantes genéticas implicadas en el Síndrome de 
QT largo (SQTL) y Síndrome de Brugada (SBr). 
Bloque 3: Por último, nos planteamos la aplicación del conocimiento generado en el bloque 
1 de objetivos y los diseños desarrollados en el bloque 2, en tres estudios concretos: en casos 
clínicos de MCH; en MSC del adulto joven y en SMSL. 
Los objetivos concretos de este tercer bloque son:
1. Aplicación de la estrategia de análisis de variantes implicadas en MCH a un caso clínico 
diagnosticado de MCH y estudio de cosegregación de las variantes en familiares.
2. Aplicación de las estrategias de detección de variantes genéticas implicadas en MCH y en 
canalopatías (SQTL y SBr) en casos de MSC en adultos jóvenes.
3. Aplicación de las estrategias de detección de variantes genéticas implicadas en MCH en 
casos de SMSL en recién nacidos.
		!"
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en los casos de pacientes menores de edad. En el caso de  muestras post mórtem, el consenti-
	##		#*
		#	
Los modelos de consentimiento informado, uno para casos de muerte súbita en el adulto 
y un segundo modelo para casos de muerte súbita del lactante, se adjuntan en el apartado VII de 
“Anexos” de la presente tesis. 
El protocolo  fue aprobado por el Comité Ético de Investigación Clínica de Galicia (CEIC) y el 











1.2.  CRITERIOS DE INCLUSIÓN.
Los criterios de inclusión de las muestras en el estudio genético de la muerte súbita de 
adulto,  fueron al menos uno de los siguientes: 
- Historia personal de muerte súbita: En el estudio incluimos individuos que se han recupe-
rado tras un episodio de muerte súbita y muestras forenses de pacientes, fallecidos sin que 
la muerte haya podido ser explicada tras la autopsia, de los que se ha extraído ADN a partir 
					$	$	$		
	
- Individuos diagnosticados de MCH, SQTL, SBr o con síntomas cardíacos tales como sínco-
pe inexplicado.









detectado previamente en un familiar que ha sufrido una muerte súbita recuperada o no. 
Incluimos muestras de pacientes asintomáticos que son familiares, de primer o segundo 
orden, de un  caso de muerte súbita del que no poseemos muestra forense. Estas muestras se 
incluyen para tratar de descartar el mayor número posible de variantes genéticas en familiares. La 
	
							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muerte súbita de un familiar provoca, además de una gran conmoción por tratarse de individuos 
aparentemente sanos y con frecuencia jóvenes, una gran aprensión y nerviosismo, de modo que, 
pese a no presentar síntomas, son incluidas en el estudio.
Se han analizado un total de 154 muestras de ADN de individuos adultos que cumplían 
alguna de las condiciones expuestas anteriormente. Estas muestras proceden de los siguientes 
institutos de medicina legal y centros hospitalarios  de España: Complejo Hospitalario Univer-
sitario de Vigo, Complejo Hospitalario de Ourense, Complejo Hospitalario Universitario de 
Santiago, Hospital Comarcal de Monforte, Hospital Reina Sofía (Tudela), Hospital de la Ribera 
(Valencia), Hospital General Universitario de Alicante, Hospital Virgen de la Arrixaca (Murcia), 
Hospital Sta María de Rossel (Cartagena), IML de Valencia, IML de Granada, IML de Sevilla e 
INT de Sevilla.
Para la validación de la estrategia de detección de variantes genéticas implicadas en el desa-
rrollo de MCH se utilizaron 1442 muestras que incluyen a pacientes diagnosticados de MCH y 
familiares recogidos por el  Complejo Hospitalario Universitario de A Coruña, una familia colom-
biana de 34 miembros y una familia de 14 miembros procedente de Italia. 







Forense de la Universidad de Bonn (Alemania).
Los informes de autopsia, la historia clínica personal y familiar fue recogida siempre que 
fue posible. Las circunstancias en que el evento cardíaco tuvo lugar (estrés, reposo, ejercicio…) fue 
tenida en cuenta a la hora de guiar el estudio genético de cada uno de los casos, tanto en casos de 
muerte súbita como en aquellos en que ésta fue recuperada.  Desafortunadamente, esta informa-
ción no estuvo disponible en la totalidad de los casos. En los casos en que no se dispuso de dicha 
información, o no de su totalidad, el estudio genético se realizó siguiendo todas las estrategias de 
análisis genético que hemos desarrollado. 
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2.  EXTRACCIÓN DEL ADN.
La extracción de  ADN a partir de sangre periférica se lleva a cabo con el kit Wizard® 
#	$%&	'	*'
	+/.
Si la extracción de DNA debe hacerse a partir de sangre congelada u otros tejidos recogidos 
en la autopsia, ésta se lleva a cabo mediante un protocolo con fenol-cloroformo.
 	<! 	 +78   	 	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3.  CUANTIFICACIÓN DEL ADN.
 ! 	 +78 
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	#!	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NadoDropTM 1000  *04	 4	 5/ 	    	 Z 	 	
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
la concentración de ADN genómico de doble cadena (mide 2-3700 ng/μL en caso de ADN de 
doble cadena) y nos da una medida de la pureza del mismo mediante dos valores: el cociente 
entre la absorbancia Abs 260/280nm nos da una idea de la pureza de ADN y ARN; así, un valor 
aproximado de 1,8 es aceptado como ADN puro,  de 2 es considerado ARN puro. Si el valor de 
este cociente es notablemente menor, podría tratarse de fenoles o proteínas contaminantes, que 
absorben cerca de los 280 nm. El cociente de absorbancia 260/230 es una medida secundaria de 
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4.  ESTUDIO DE VARIANTES GENÉTICAS. 
El estudio de variantes genéticas se lleva a cabo mediante la plataforma de alto rendimiento 
de genotipado Sequenom MassARRAY® System (Sequenom Inc.).
4.1.  SELECCIÓN DE VARIANTES GENÉTICAS.
El primer paso para el desarrollo de las estrategias consiste en  la selección de las  variantes 
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incluidos serán indicadores en caso de haber  contaminación. Además, serán de utilidad para un 
hipotético estudio poblacional futuro.
4.1.1.  VARIANTES GENÉTICAS EN  MIOCARDIOPATÍA HIPER-
TRÓFICA FAMILIAR.










el momento del diseño de la estrategia, se describieron como implicados en la patología. Desde 






la adición de nuevos genes y nuevas variantes. La selección de variantes se llevó a cabo utilizando 
las siguientes bases de datos: 
- Human Gene Mutation Database (http://www.hgmd.org/) de la Universidad de Cardiff.
- cardiogenomics.med.harvard.edu/home patrocinada por el National Heart Lung and 
Blood Institute- National Institutes of Health (U.S. Departmente of Health &Human Ser-
"/7
- www.angis.org.au/Databases/Heart/heartbreak.html de la Universidad de Sídney.
El chip incluye 680 variantes genéticas en 16 genes: MYH7, MYBPC3, MYL2, MYL3, 
TNNT2, TNNI3, TNNC1, TPM1, ACTC, TTN, MYH6, PRKAG2, TCAP, GLA, MYO6 y MYLK2. 
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4.1.2.  VARIANTES GENÉTICAS EN EL  SÍNDROME DE QT LARGO.
La selección de variantes genéticas en los tres principales genes implicados KCNQ1, KCNH2 
Y SCN5A se llevó a cabo mediante la base de datos Human Gene Mutation Database (http://www.
hgmd.org/) de la Universidad de Cardiff.










missense o nonsense, 5% corresponden a mutaciones de splicing y el 16 % restante se corresponde 








LQT2; en SCN5A se incluyen 133 variantes, implicadas en LQT3 y en el Síndrome de Brugada.
4.2.  DISEÑO DE REACCIONES MULTIPLEX.
Una vez hecha la selección de variantes en cada estrategia y creado el archivo con los frag-
mentos de 140 bases aproximadamente, se procede al diseño del ensayo. Éste se lleva a cabo 
mediante el programa de diseño  MassARRAY assay design 3.1 (Sequenom, Inc.) que agrupa las 




cada una de las variantes y el cebador para la reacción de extensión SBE. 






































En la estrategia para detección de variantes genéticas en miocardiopatías estructurales, 
a la que llamaremos estrategia MCH, el diseño consiste en la detección de 680 variantes gené-
ticas diferentes localizadas en 16 genes que son analizadas en 44 ensayos (plexes).  Ocho de estas 
variantes son analizadas por duplicado a modo de control.
















cadas en LQT2 se  distribuyen en 15 ensayos; en SCN5A las 133 variantes, implicadas en LQT3 y 
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4.3.  DETECCIÓN DE VARIANTES GENÉTICAS: SEQUENOM MASS 
ARRAYTM SYSTEM.







transferencia, tanto de las muestras como de los reactivos, se lleva a cabo con robots pipeteadores. 
Las reacciones para el procesado de las muestras se llevan a cabo en termocicladores duales de 







cante: La cantidad de ADN de partida será de 40 ng; se trabaja con  1X PCR buffer (2mM), MgCl
2
 
(2mM), dNTPs 500μM, 100 nM de cada cebador de PCR y 0.5 U de polimerasa HotStar Taq®. En 














Tras la PCR se elimina el exceso de dNTPs que no se han incorporado en la PCR mediante 











A continuación se lleva a cabo la reacción iPLEX. La concentración de los cebadores de 
extensión se muestra en el material adjunto en el apartado VII de “Anexos” de la presente tesis. 
			!
	*	Ë?À	!iPLEX Buffer, 1X de la mezcla de extensión 
iPLEX extension mix, 7 μM y 14 μM  de la mezcla de cebadores (doble concentración en los ceba-
dores high mass con respecto a los low mass) y 1X de termosequenasa, la enzima con que se lleva 
a cabo la reacción de extensión (es una ADN polimerasa). La tecnología iPLEX Gold presenta dos 
variantes en función del grado de multiplex; así, el grado de multiplex bajo (low mass) permite 
el genotipado de entre 1-18 variantes por reacción mientras el de grado alto (high mass) permite 
	 	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variantes genéticas además de la enzima también se duplica el volumen de la mezcla de termina-
ción de iPLEX.















En la reacción de extensión, el cebador hibrida una base previa al locus en estudio. El geno-


























una masa determinada, que será detectada por el espectrómetro MALDI-TOF MS (matrix-
		89	<=<>
4		/ que registra el tiempo de 
vuelo (Time Of Flight) del producto de extensión en el interior de una columna de vacío, tiempo 















SpectroCHIP bioarray mediante el MassARRAY Nanodispenser (Sequenom, Inc.).
Como se señaló, la diferencia en masa tras la reacción de iPLEX es detectada por medio 
de ?				9	<=<>
4		 (MALDI-TOF), 
que permite llevar a cabo el genotipado automáticamente.
El programa de análisis 0	9	"@7J7K  (Sequenom, Inc.) 	 

	
acuerdo a las masas esperadas y asigna un genotipo.
El manejo y análisis de los datos obtenidos de la plataforma de genotipado se realiza 
mediante el SNPator (http://www.snpator.com), programa desarrollado por el Centro Nacional 
de Genotipado (CeGen) y el Instituto Nacional de Bioinformática (INB). 








Adenina Citosina Guanina Timina
Adenina 313,2 360,1                 ---- 24 -16 -55.9 
Citosina 289,2 384,1             -24  ---- -40 -79.9 
Guanina 329,2 344,1           16 40 ---- -39.9 
Timina 304,2 304,2              55.9    79.9   39.9 ---- 
 
















tes genéticas de interés. Tras este paso se incuban los productos 
con SAP para defosforilar los dNTP que no se hayan incorporado. 














obtenidos mediante intercambio de cationes por medio de una re-
sina. Seguidamente, es dispensado en un biochip. La masa de los 
alelos es asociada a un genotipo.
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5.  SECUENCIACIÓN DIRECTA.
Los protocolos de PCR de cada uno de los exones del gen KCNQ1 y KCNH2 se adjuntan 
	 
 $
     	 
 $
   | 
 
 	 	 	
  









uso de Máster Mix de Quiagen						!
9/	
	Z






 y 200 μM de cada dNTP. Este kit es utilizado 
para la reacción de PCR de muestras en que la PCR tradicional no obtuvo resultados óptimos 
por presentar inhibidores de la reacción o por degradación del ADN de la propia muestra que, 























plataforma de genotipado y los protocolos de PCR realizada con el Kit de Máster Mix se adjuntan 
en las tablas 13/14 y 15/16, respectivamente, en las que se adjuntan, además, las condiciones de 
termociclador para cada caso. El diseño de los cebadores de PCR para la secuenciación de los 





 (Basic Local Alignment Search Tool) del 
National Center for Biotechnology Information (NCBI)-biblioteca Nacional de Medicina- Estados 
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Sequenom Mass ArrayTM como la secuenciación directa de genes completos se lleva a cabo a partir 
		9/			¥	
		!BigDye®0	"Z7[	+	





	'+\	]^_	' de Millipore por medio de una bomba de vacío.

































 en la ^_v5`	 que forma parte de este kit de Millipore 





La detección se realiza en un secuenciador  3730xl DNA analyser y las secuencias se analizan 
por medio del 5j5	"K7{	=v de Applied Biosystems.
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6.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO.
Los datos generados directamente  por la plataforma de genotipado MassArray System de 
Sequenom fueron transformados con la ayuda de las herramientas implementadas en SNPator 
(http://www.snpator.com/). Se trata de un entorno web orientado al análisis estadístico de 
datos genómicos desarrollado por el centro nacional de genotipado  [184]. SNPator ha sido dise-
ñado para ayudar a los usuarios a almacenar, manipular, recuperar, transformar y analizar sus 
datos, permitiendo realizar un conjunto elevado de operaciones, entre las que podemos citar: 
controles de calidad de genotipado (cálculo de tasas de éxito de genotipado), cambios de formato 
(por ejemplo, la creación de archivos de entrada de datos para diferentes programas de análisis), 
cálculos estadísticos genómicos (estudios de asociación, estima de haplotipos…).
En los casos en los que se detectó mediante secuenciación una nueva variante genética 
misssense no incluida en las bases de datos, ni descrita en la literatura, PolyPhen (http://gene-
tics.bwh.harvard.edu/pph/) fue utilizado para predecir el posible impacto de en la estructura y 
















El apartado de resultados lo hemos estructurado en tres bloques de acuerdo con los obje-
tivos planteados en la presente tesis:
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1.  Bloque 1:
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1.1.  Artículo 1: Molecular genetics of sudden cardiac death.
En este artículo publicado en la revista Forensic Science International se revisan las prin-
cipales patologías implicadas en la MSC y las bases genéticas de las mismas. Se trata de patolo-
gías hereditarias que pueden cursar desde fenotipos morfológicos severos, detectables en ECO 
o en la autopsia médico-legal hasta  la total ausencia de éstos. Se plantea, fundamentalmente, 
la problemática que supone la MSC en la praxis forense y la necesidad del estudio de las bases 















que las correlaciones genotipo-fenotipo son desconocidas en la mayoría de las variantes genéticas 
descritas).
Se trata de una revisión llevada a cabo en el año 2008. Desde entonces se han descrito 
nuevos genes como implicados en diferentes patologías que dan lugar a MSC. Este es el caso del 
Síndrome de QT Largo en el que habían sido descritos 10 subtipos en función del gen implicado. 
Hoy ya son 12 tipos de SQTL (desde LQT1 hasta LQT12) y cabe esperar que este número aumente. 
	
							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1. Introduction
Sudden death is a tragic complication of a variety of medical
disorders, although its origin is mainly represented by cardiovas-
cular diseases. In fact, sudden cardiac death (SCD) is one of the
most common causes of death in developed countries, showing
as a major health problem. Recent studies indicate an incidence
of 30–200/100,000 people each year [1], causing about 335,000
deaths each year in the USA. In Europe, the incidence is clearly
higher in Northern countries. In this regard, the Spanish Study on
Sudden Death [2] showed an incidence in the lowest range of 40/
100,000 individuals each year, a figure that still represents 10% of
all deaths.
In most cases of sudden death, cause and manner of death can
be established, with many attributable to cardiac abnormalities
evident at autopsy [3,4]. A significant number of SCD, however,
particularly in young people, remains unexplained following a
comprehensive medico-legal investigation, including autopsy and
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A B S T R A C T
Sudden cardiac death (SCD) is one of the most common causes of death. An important number of sudden
deaths, especially in theyoung, are due to genetic heart disorders, bothwith structural and arrhythmogenic
abnormalities. In recent years, significant advances have been made in understanding the genetic basis of
SCD. Identification of the genetic causes of sudden death is important because close relatives are also at
potential risk of having a fatal cardiac condition. A comprehensive post-mortem investigation is vital to
determine the cause and manner of death and provides the opportunity to assess the potential risk to the
family after appropriate genetic counselling.
In this paper, we present an update of the different genetic causes of sudden death, emphasizing their
importance for the forensic pathologist due to his relevant role in the diagnosis and prevention of SCD.
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laboratory tests. Perhaps themost important unsolved challenge in
the practice of forensic pathology is the failure to determine a
cause of death, particularly in a previously healthy young person
who has died suddenly and unexpectedly.
In a typical forensic pathologist practice, approximately 50% of
deaths are natural, 5–10% are unexplained after a gross autopsy,
and 1–5% are negative after completion of the gross and micro-
scopic autopsy and other laboratory tests [5]. The percentage of
unexplained sudden deaths is variable according to the age group
included in the study and the diagnostic criteria. Recent
population-based studies [6–9] showed that at least 3%, and
perhaps as many as 30%, of sudden deaths involving children and
young adults have no identifiable morphologic abnormalities
found at autopsy, and the SCD is labelled as sudden unexplained
death (SUD).
Causes of sudden cardiac death differ with the age of the
patient. In the adult population, themost frequent cause of sudden
death is coronary heart disease, with various forms of cardio-
myopathies being the second most common cause [1,10]. Never-
theless, in subjects <35 years of age, many other aetiologies have
been shown to contribute to this problem, most of them of non-
ischaemic nature [11–14]. Under 1 year old, the first cause of
death is the sudden infant death syndrome (SIDS), defined as one
where the cause of death remains unexplained after a thorough
post-mortem examination. After the first year, in children and
adolescents, hypertrophic cardiomyopathy, arrhythmogenic right
ventricular cardiomyopathy, myocarditis and congenital coronary
anomalies are frequent substrates for lethal arrhythmias.
Non-ischaemic causes of sudden cardiac death are of major
importance because they often include genetic diseases [15]. It is
also important to stress that these causes of sudden death present
a diagnostic challenge for pathologists because they can present
with minimal findings or even as a morphologically normal heart.
The diagnosis of cardiomyopathies can be difficult in view of their
variation in phenotypic expression, and in the case of arrhythmo-
genic abnormalities there are no structural findings to aid in the
diagnosis [16].
Diagnosis of the genetic causes of sudden death is important
because close relatives are also at potential risk of having a fatal
cardiac condition. A comprehensive post-mortem investigation is
vital to determine the cause of death and provides the opportunity
to assess the potential risk to the family after appropriate genetic
counselling. Effective evaluation of relatives, guided by genetic
testing, can therefore prevent further deaths in the family.
2. Genetics of sudden cardiac death
Over the last decade, significant advances have been made in
understanding both the clinical and genetic basis of sudden cardiac
death. Many of the causes of sudden death, especially in the young,
are due to genetic heart disorders (Fig. 1), which can be broadly
categorized into those in which structural abnormalities are
prominent, such as Hypertrophic Cardiomyopathy and Arrhythmo-
genic Right Ventricular Cardiomyopathy, or diseases in which there
is a primary arrhythmogenic abnormality, which include long QT
syndrome, Brugada syndrome, Catecholaminergic polymorphic
ventricular tachycardia and short QT Syndrome [15]. For nearly
half of young victims from 1 to 35 years of age, it affects people in
good health and occurs without warning symptoms, thus placing
extreme importance upon medico-legal investigation and autopsy
to determine the cause and manner of death [4]. In addition, the
diagnosis using macro and microscopic findings can be difficult in
some cases. Medico-legal investigation in cases of SCD can benefit
from the so-called ‘‘molecular autopsy’’ by the analysis of genes
involved in the condition, decreasing the percentage of negative
autopsies and providing essential information to relatives [16,17].
Identification of the genetic basis of sudden cardiac death is the
cornerstone of management for families in which sudden death has
occurred.
3. Myocardial disease and sudden death
The role of genetic factors in the pathogenesis of cardiomyo-
pathies has received growing attention during the past 15 years and
considerably improved our knowledge of these diseases. Cardio-
myopathies are defined as diseases of themyocardiumwith cardiac
dysfunction and can be complicated by heart failure, arrhythmias,
and sudden death [18]. In 1995, the World Health Organization
(WHO)/International Society and Federation of Cardiology (ISFC)
task force recommended that the cardiomyopathies be classified
into two main groups: specific cardiomyopathies, and primary
cardiomyopathies. Primary cardiomyopathies are diseases intrinsic
to themyocardium itself andare classifiedpathophysiologically into
four main distinct entities: dilated cardiomyopathy (DCM), hyper-
trophic cardiomyopathy (HCM), restrictive cardiomyopathy (RCM),
and arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC). This
nomenclature has been upheld in themost recent American College
of Cardiology/European Society of Cardiology expert consensus
document of 2003 [19], although, with expanding knowledge of the
Fig. 1. Genetic causes of sudden cardiac death.
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genetic background of these diseases, new classifications have
recently been proposed by American and European expert panels
[20,21].
The diagnosis of cardiomyopathies can be difficult in view of
their variation in phenotypic expression. Furthermore, cardio-
myopathies are characterized by a great genetic heterogeneity at
both allelic and non-allelic levels. The most frequent cardiomyo-
pathies revealed by sudden death are hypertrophic cardiomyo-
pathy and arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy.
Depending on the population studied, these are the leading causes
of sudden death in young people.
3.1. Hypertrophic cardiomyopathy
HCM is a clinically heterogeneous but relatively common
autosomal dominant genetic disease with a prevalence of 1:500 in
a general population of healthy young adults [22]. It is the most
prevalent genetic cardiovascular disease, and more importantly is
the most common cause of sudden cardiac death in the young,
including trained athletes [23], although it may cause sudden
death at any age and a proportion of SIDS cases may be associated
with HCM mutations [24].
Population-based studies of the natural history of HCM reveal
that the annual mortality rate of patients with HCM attending
tertiary referral centersmay be as high as 2–4% [25,26] and up to 6%
in childhood [27]. However, in the general community, morbidity
and mortality for HCM is much lower, reflecting a more benign
prognosis for this disease [28,29].
Hypertrophic cardiomyopathy is a myocardial disease defined
by an unexplained left ventricular hypertrophy (LVH), usually
asymmetrical and involving the interventricular septum. The
symmetrical form of HCM accounts for over one third of cases
and is characterized by concentric thickening of the left ventricle
with a small ventricular cavity dimension [30]. HCM may affect
any portion of the left ventricle and several unusual and rare
morphological variants of HCM have been described. These
include HCM with either mid-ventricular cavity obstruction or
apical hypertrophy [31]. The morphological spectrum of HCM is
further complicated by the observation that HCMmay progress to
a dilated or ‘‘burnt out’’ phase in approximately 10% of patients
and resemble DCM [23].
Histopathological hallmarks of HCM are myocyte hypertrophy
with myocardial disarray and increased interstitial fibrosis. Small
vessel disease or arterial dysplasia is another pathological feature
of HCM [23].
HCM exhibits an enormous phenotypic and genotypic
heterogeneity whereby different genes or different mutations
in the same gene may give rise to different cardiac morpholo-
gies as well as differences in disease severity and prognosis.
Anatomically/physiologically, HCM can manifest with negligible
to extreme hypertrophy, minimal to extensive fibrosis and
myocyte disarray, absent to severe left-ventricular outflow tract
obstruction, and distinct septal contours/morphologies. The
clinical course also varies extremely, ranging from an asympto-
matic lifelong course to severe symptoms such as dyspnea or
angina and to sudden death as the sentinel event. Sudden death is
the mode of presentation for more than 50% of patients with HCM
[23].
The genetic aspect of HCM is characterized by a high hetero-
geneity both at the allelic and non-allelic level. Since the discovery
of the first mutation in the beta-myosin heavy chain gene in a large
French-Canadian family in 1990 [32], a large number of mutations
on different genes encoding sarcomeric proteins has been found,
which has led to the definition of primary HCM as a disease of
the sarcomere. However, in recent years, several new mutations
in genes encoding Z-line, calcium-handling and mitochondrial
proteins have been identified.
The most common genetically mediated form of HCM is
myofilament HCM,with hundreds of disease-associatedmutations
in eight genes encoding proteins critical to the sarcomere’s thick
myofilament [b-myosin heavy chain (MYH7) [32], regulatory
myosin light chain (MYL2) and essential myosin light chain
(MYL3)] [33], intermediate myofilament (myosin binding protein
C; MYBPC3) [34] and thin myofilament [cardiac troponinT
(TNNT2), a-tropomyosin (TPM1) [35], cardiac troponin I (TNNI3),
[36] and actin (ACTC)] [37,38]. Targeted screening of giant
sarcomeric TTN-encoded titin, which extends throughout half of
the sarcomere, has so far revealed only two mutations responsible
for HCM [39]. More recently, mutations have been described in the
myofilament proteina-myosin heavy chain encoded byMYH6 [40]
and in cardiac troponin C (TNNC1) [41] (Table 1).
The distribution of the disease genes by identification of
pathogenic mutations was extensively determined in several
Caucasian populations. In all cohorts, MYBPC3 and MYH7 were the
most common genes responsible for the disease, each of them
being involved in 30–40% of genotyped index patients. TNNT2,
TNNI3, TPM1, ACTC, MYL2, and MYL3 are involved in 1–5% of cases
[42–46]. The other genes are reported only in few cases not
allowing cosegregation analysis.
This genetic diversity is compounded by considerable intra-
genic heterogeneity, with more than 500 mutations now
identified. These most commonly are missense mutations but
include insertions, deletions, and splice (split-site) mutations
encoding truncated sarcomeric proteins.
Hypertrophic cardiomyopathy is a familial disease in at least
50% of cases, with a penetrance of the disease dependent on age
and gender. Most of the patients are heterozygous for the
mutation, which segregates as an autosomal dominant trait, the
mutation being transmitted by one of the parents. However, some
de novo mutations have also been reported [47,48]. In some cases
(3–5%), 2 different mutations may be present in the same
individual, most often inMYH7 andMYBPC3, leading to compound
heterozygous patients (2 heteroallelic mutations in the same
gene), double heterozygous patients (2 heterozygous mutations in
2 different genes), or homozygous patients (same mutation on the
2 alleles of the same gene) [42,49,50]. This finding must be taken
into account in the context of the genetic counselling.
Due to the genetic heterogeneity and the variable clinical
expressivity of these diseases, the relationship between genotype
and phenotype remains complex, but the degree of hypertrophy,
the age of onset, the severity of the symptoms and prognosis have
been shown to be, at least in part, related to the precise gene
mutations. For example,mutations in troponin T cause onlymild or
subclinical hypertrophy yet are associated with a poor prognosis
and a high risk of sudden death. In contrast, mutations in myosin
Table 1
Sarcomeric genes involved in myofilament-HCM.
Gene Protein Locus Frequency (%)
MYH7 b-Miosin heavy chain 14q11.2-q12 15–25
MYH6 a-Miosin heavy chain 14q11.2-q12 <0.5
MYL2 Regulatory light chain 12q23-q24.3 <1
MYL3 Essential light chain 3p21.2-p21.3 <1
MYBPC3 Miosin binding protein C 11p11.2 15–25
TNNT2 Cardiac Troponin T 1q32 5–15
TNNI3 Cardiac Troponin I 19p13.4 <5
TNNC1 Cardiac Troponin C 3p21-p24 <0.5
TPM1 a-Tropomiosin 15q22.1 5–15
ACTC a-Actin 15q14 <0.5
TTN Titin 2q24.3 <0.5
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binding protein C are associated with mild disease and onset in
middle age or late adult life. Similarly, genotype–phenotype
correlation studies have led to the discovery of ‘‘malignant’’
mutations in the cardiac b-myosin heavy chain gene, which cause
a severe form of HCM with early onset, complete penetrance, and
increased risk of sudden cardiac death. Conversely, other muta-
tions are associated with an intermediate or a benign clinical
course [51–58]. Nevertheless, genotype–phenotype studies invol-
ving a large cohort of unrelated patients have indicated that great
caution must be exercised in assigning particular prognostic
significance to any particular mutation [59–61]. Furthermore,
those studies have demonstrated that the twomost common forms
of genetically mediated HCM, MYH7 HCM and MYBPC3 HCM, are
phenotypically indistinguishable [62]. Finally, patients with
double mutations generally exhibit a more severe form of HCM
than patients with single gene defects; this is especially true for
homozygous patients [42,49].
The prevalence of mutations in the eight most common
myofilament-associated genes, in different international cohorts,
ranges from 30 to 70%, still leaving a large number of patients with
genetically unexplained disease [63]. A recent study showed that
the morphology of the septum hypertrophy could predict the yield
of mutations found in the sarcomeric genes [64].
Over the past few years, the spectrum of HCM-associated
genes expanded outside the myofilament to encompass addi-
tional subgroups that could be classified as ‘‘Z-disc HCM’’,
‘‘calcium-handling HCM’’, and ‘‘metabolic HCM’’; all genes curre-
ntly implicated in the pathogenesis of HCM are shown in Tables 1
and 2.
Recently, it has become clear that HCM may also be caused by
mutations in genes encoding proteins of the Z-disc. Mutations
were described initially in muscle LIM protein encoded by CSRP3
[65] and telethonin encoded by TCAP [66]. LDB3-encoded LIM
domain binding 3, ACTN2-encoded alpha actinin 2 and VCL-
encoded vinculin/metavinculin have recently been added to that
list [67–69].
Calcium and proteins involved in calcium-induced calcium
release have always been of great interest in the pathogenesis
of HCM. Although with very low frequency, mutations have been
described in the promoter and coding-region of PLN-encoded
phospholamban, an important inhibitor of cardiac muscle
sarcoplasmic reticulum Ca+2-ATPase (SERCA) [70,71], as well
as in the RyR2-encoded cardiac ryanodine receptor [72]. Recen-
tly, three novel mutations were discovered in JPH2-encoded
junctophilin 2 in three previously genotype-negative patients
with HCM [73].
Another genetic subgroup of HCM is that of metabolic HCM,
involving mitochondrial and lysosomal proteins. Previous studies
have shown glycogen storage diseases mimicking HCM with
mutations in PRKAG2-encoding protein kinase gamma 2 and
LAMP2-encoding lysosome-associated membrane protein 2 [74].
In 2005, a mutation in FXN-encoded frataxin was described in a
patient with HCM [75]. Similar to PRKAG2 and LAMP2, Fabry’s
disease can express predominant cardiac features of left ventri-
cular hypertrophy. Mutations in GLA-encoded alpha-galactosidase
A have been found in patients with this multisystem disorder [76].
Compared with myofilament-HCM, Z-disc, metabolic and calcium
handling-HCM account for a relatively small percentage of HCM.
Genomic medicine has entered clinical practice and the dia-
gnostic utility of genetic testing for hypertrophic cardiomyopathy is
clearly evident, but with the growing number of hypertrophic
cardiomyopathy-associated genes strategic choices have to be
made. Recent genotype–phenotype studies have discovered an
important relationshipbetween themorphologyof the left ventricle,
its underlying genetic substrate and the long-term outcome of this
disease. A clear picture is emerging that the two most common
anatomical/morphological subtypes of HCM (reverse curve and
sigmoidal HCM) largely emanate from fundamentally distinct
pathogenetic mechanisms. Herein, most (but not all) of reverse
curveHCM is indeed a ‘‘disease of the sarcomere’’ andmost (but not
all) sigmoidal HCM is in search of its aetiology [64].
As of today, genetic analysis in HCM allows identification of the
genetic defect in a high percentage of patients. Molecular data
contribute to the management of patients because they allow
presymptomatic diagnosis and identification of silent mutation
carriers and patients for whom reproductive counselling may be
appropriate [77].
Once amutation has been identified in an index patient, genetic
counselling and testing can be proposed to the apparently healthy
relatives, in order to know if they carry the mutations and if they
have a risk of developing the disease later on. In other situations,
molecular analysis can help to distinguish other causes of
hypertrophy from HCM. Finally, genetic testing may sometimes
help the clinician to better stratify the risk of sudden death in
patients with HCM.
3.2. Arrhythmogenic right ventricular dysplasia
Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy/dysplasia
(ARVC/D) is an inherited heart muscle disease that predominantly
affects the right ventricle (RV). The estimated prevalence of ARVC/
D in the general population ranges from 1 in 2000 to 1 in 5000. The
disease affects men more frequently than women, with an
approximate ratio of 3:1. A recognized cause of sudden cardiac
death in the young, it is also regarded as themost common cause of
sudden death in competitive athletes in Italy [78].
The disease is characterized pathologically by a peculiar
myocardial atrophy with fibro-fatty replacement of the RV free
wall, advancing from the epicardium to endocardium, resulting in
regional or global abnormalities. ARVC has a predilection for
certain sites within the right ventricle and wall aneurysms tend to
be located in the apical, inflow, and infundibular regions of the
right ventricle—the so-called ‘‘triangle of dysplasia’’. Evidence of LV
involvement with fibro-fatty substitution and chamber enlarge-
ment is reported in up to 75% of patients [79]. The intraventricular
conduction delay, consequent to fibro-fatty replacement, is a
source of electrical instability, due to reentrant phenomena,
leading to ventricular arrhythmias with left bundle branch block
morphology, indicating a right ventricular origin.
Clinical diagnosis of ARVC/D is often difficult because of the
nonspecific nature of disease features and the broad spectrum of
Table 2
Other genes involved in HCM.
Gene Protein Locus Frequency (%)
Z disc-HCM 1–5
LBD3 LIM binding domain 3 (ZASP) 10q22.2-q23.3
CSRP3 Muscle LIM protein 11p15.1
TCAP Telethonin 17q12-q21.1
VLC Vinculin/Metavinculin 10q22.1-q23
ACTN2 Alfa-Actinin 2 1q42-q43
Calcium release-HCM 1–5
RyR2 Cardiac Ryanodine receptor 1q42.1-q43
JPH2 Junctophilin 2 20q12
PLN Phospholambdan 6q22.1
Metabolic-HCM <1
PRKAG2 AMP-activated protein kinase 7q35-q36.36
LAMP2 Lysosome-associated membrane p. 2 Xq14
GLA Alfa Galactosidase A Xq22
FXN Frataxin 9q13
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phenotypic manifestations. The clinical presentation is highly
variable but characterized mainly by ventricular tachyarrhyth-
mias, syncope, and sudden cardiac death (SCD) that may be
precipitated by exertion. Molecular genetic studies have provided
new insights in understanding the pathophysiology of ARVC/D,
showing that it is a desmosomal disease resulting from defective
cell adhesion proteins such as junction plakoglobin (JUP), des-
moplakin (DSP), plakophilin-2 (PKP2), desmoglein-2 (DSG2) and
desmocollin-2 (DSC-2) [80–84].
A familial background has been demonstrated in>50% of ARVC/
D cases. The disease is usually inherited as an autosomal dominant
trait with incomplete penetrance and variable expression. The first
chromosomal locus (14q23-q24) was published in 1994 after
clinical evaluation of a large Italian family [85]. Subsequently,
linkage analysis provided evidence for genetic heterogeneity with
sequential discovery of several ARVC/D loci on chromosomes 1, 2,
3, 6, 10, 12, and 14. An autosomal recessive variant of ARVC/D (so-
called Naxos disease) in which there is a cosegregation of cardiac
(ARVC/D), skin (palmoplantar keratosis), and hair (woolly hair)
abnormalities has beenmapped on chromosome 17 (locus 17q21).
The first disease-causing gene, the JUP gene, was identified by
McKoy et al. [80] in patients with Naxos disease. The gene encodes
the desmosomal protein plakoglobin, a major constituent of cell
adhesion junction. Its discovery suggested that ARVC/D is a cell-to-
cell junction disease and stimulated the research in other related
genes. More recently, mutations of desmoplakin (DSP) [81] and
plakophilin-2 (PKP2) [82] genes have been found in ARVC, in
the absence of skin and hair abnormalities, although a homozygous
desmoplakin mutation has also been reported in Carvajal
syndrome, which is characterized by hair and skin disorders
associated with cardiac disease [86]. DSP, JUP, and PKP2 are
proteins of the intercellular junctions (fascia adherens and
desmosome), which are responsible for the mechanical coupling
of the myocytes and provide a continuous cell-to-cell connection
to sarcomeric actin and intermediate filaments. The involvement
of genes encoding desmosomal proteins in ARVC suggested that
impaired cell adhesionmight be among primarymolecular defects.
Desmosomal adhesion is mediated by calcium-dependent cell
adhesion glycoproteins (cadherins) of the desmocollin (DSC) and
desmoglein (DSG) types, which interact laterally and transcellu-
larly. Both desmosomal cadherins types are encoded by a small
multigene family on chromosome 18q12.1, each of which consists
of cell type-restricted members. Unlike other cadherins that are
restricted to stratified epithelial tissues, DSG2 and DSC2 are
expressed in all desmosome-possessing tissues, including myo-
cardium and epithelia. Both desmoglein-2 gene (DSG-2) and
desmocollin-2 (DSC-2) mutations have been found in ARVC/D
unrelated probands [83,84].
Autosomal dominant ARVC/D has been linked to other genes
unrelated to cell adhesion complex, such as the gene encoding for
cardiac ryanodine receptor (RyR2) [87], which is responsible for
calcium release from the sarcoplasmic reticulum, and the
transforming growth factor-b3 gene (TGFb3) [88], which regulates
the production of extracellular matrix components and modulates
expression of genes encoding desmosomal proteins (Table 3).
Mutation screening of the 5 desmosomal genes hitherto
implicated in ARVD/C, in a recent UK referral center sample,
allowed successful genotyping of30% [89]. In a contemporaneous
Italian series, mutation screening of the ‘‘big 3’’ ARVD/C genes (i.e.,
desmoplakin, plakophilin [PKP]-2, and desmoglein-2, in order of
frequency) allowed successful genotyping of 32 of 80 unrelated
index cases (40%). Inclusion of TGF-b3 effected a modest increase
in the detection rate to 42.5% [83,90]. The frequency of mutations
in PKP-2 has been explored in other cohorts. Gerull et al. [82] first
reported 27% prevalence of PKP-2 defects in 120 unrelated index
cases of western European descent with ARVD/C. Two new reports
in USA [91] and Dutch [92] cohorts confirm and extend these
previous observations by showing that PKP2 gene mutations are
commonly found in ARVC/D patients, accounting for >40% of the
cases. A lower prevalence of mutant PKP2 gene has been reported
in other series (11 and 16%, respectively) [83,93]. This discrepancy
may be explained by geographic factors, small sample size, and
patient selection bias.
These studies show thatmutations in the plakophilin-2 gene are
the most prevalent. Current pathophysiological insights suggest a
final common pathway in which plakoglobin release from the
desmosome, independent of the primarily affected desmosomal
protein, results in desmosome impairment, intercalated disc remo-
deling and Wnt/beta-catenin pathway signalling defects [94].
Gene identification studies in ARVD/C are ongoing, with addi-
tional components of the desmosome-intermediate filament
complex and associated proteins being the primary candidates.
Comprehensive screening of all known and candidate genes is
likely to place the detection rate firmly in the 40–50% range,
sufficient to justify clinical application in the near to immediate
future [95].
As of today, the importance of knowing the genetic defect relies
very much on the possibility of evaluating family members to
establish the diagnosis in clinically borderline cases, silent carriers,
and asymptomatic individuals and to allow reproductive counsel-
ling [77]. At present, data from genotype–phenotype studies are
too limited to permit speculation on the possible impact of genetic
analysis on risk stratification or therapy.
4. Sudden death with a morphologically normal heart
Sudden deaths do occur in cases in which, despite taking
adequate histology of the heart, no structural abnormality is found
and toxicology is negative. Population-based studies show that a
significant number of sudden deaths (at least 10% and perhaps up
to 30%), especially in the young, remain unexplained following a
comprehensive post-mortem investigation and further suggest
that a considerable number of these sudden deaths may be
associated with heritable channelopathies [16]. It is being
increasingly recognized that gene defects in ion channels in the
myocyte lead to rhythmdisturbances, ECG abnormalities and a risk
of sudden death as the most severe clinical manifestation, but no
morphological abnormality in the heart [96].
There is a growing list of inherited and congenital arrhythmia
disorders caused by mutations in genes encoding defective ionic
channel proteins, governing cell membrane transit of sodium,
potassium and calcium ions. These ion channel disorders include
long QT syndrome (LQTS), short QT syndrome (SQTS), Brugada
syndrome, and catecholaminergic polymorphic ventricular tachy-
cardia (CPVT). Nocturnal sudden unexplained death syndrome in
Table 3
Genes involved in arrhythmogenic right ventricular dysplasia.
Gene Protein Locus Frequency (%)
C/DAVD
PKP2 (ARVD9) Plakophilin-2 12p11 14–43
DSP* (ARVD8) Desmoplakin 6p24 15
DSG2 (ARVD10) Desmoglein-2 18q12.1-q12.2 10
DSC2 (ARVD11) Desmocollin-2 18q21 –
TGFb3 (ARVD1) Transforming growth
factor-b3
14q23-q24 2.5




JUP Junction plakoglobin 17q21 –
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young Southeast Asian males and Brugada syndrome are based on
similar clinical and genetic profiles. A small proportion (5–10%) of
sudden infant deaths also may be linked to ion channelopathies
[97].
Potentially lethal channelopathies leave no evidence to be
found during a comprehensive medico-legal autopsy, leaving
forensic pathologists only to conjecture that a fatal arrhythmia
might be responsible for the SUD [3,98,99]. However, a post-
mortem genetic analysis (i.e., molecular autopsy) may potentially
substantiate the pathogenic basis for a SUD.
4.1. Long QT syndrome
Congenital LQTS comprises a distinct group of cardiac
channelopathies characterized by delayed repolarization of the
myocardium, QT prolongation, a specific form of polymorphic
ventricular tachycardia (Torsade des Pointes) and increased risk for
syncope, seizures, and sudden cardiac death in the setting of a
structurally normal heart [100]. It is a genetically heterogeneous
disease affecting 1 in 5000 persons, with a natural history ranging
from sudden death in infancy to asymptomatic longevity [101].
LQTS is also an important cause of unexplained sudden cardiac
death in the young. Phenotypic expression (on the ECG) varies
considerably, and 25–50% of affected family members may show
borderline or even normal QT intervals. Aborted cardiac arrest or
sudden death is the sentinel event in 5–10% of LQTS cases [102].
Two patterns of inheritance have been described in LQTS: a
rare autosomal recessive disease associated with deafness (Jervell
and Lange-Nielsen Syndrome) [103], and the much more common
autosomal dominant disease unassociated with deafness
(Romano–Ward Syndrome) [104,105].
Long QT syndrome displays great genetic heterogeneity. The
first locus for the autosomal dominant disease of long QT was
mapped to chromosome 11 in 1991 [106]. Since then, more than
500 mutations distributed in 10 genes have been described in this
condition: KCNQ1 [107], HERG [108], SCN5A [109], KCNE1 [110],
KCNE2 [111], ANKB [112], KCNJ2 [113], CACNA1 [114], CAV3 [115]
and SCN4B [116] (Table 4).
Approximately 75% of LQTS is caused by mutations in 5 cardiac
channel-encoding genes: KCNQ1 (LQT1), KCNH2 (LQT2), SCN5A
(LQT3), KCNE1 (LQT5) and KCNE2 (LQT6), encoding for critical ion-
channel subunits that are responsible for the orchestration of the
cardiac action potential [117–119]. Genes encoding potassium
channels KCNQ1 and KCNE1 interact to form the cardiac IKs
(inward slow potassium) current; HERG and KCNE2 integrate to
form the IKr (inward rapid potassium) current and SCN5A encodes
the sodium channel. Mutations in ANK2-encoded ankyrin B (LQT4)
account for the extremely rare, nonchannel subtype of LQTS [112].
Mutations in the KCNJ2-encoded Kir2.1 potassium channel are
responsible for Andersen-Tawil syndrome (ATS1, formerly called
LQT7), which is associated with periodic paralysis, cardiac
arrhythmias and dysmorphic features [113], whereas a mutation
in the CACNA1C-encoded L-type calcium channel which leads to
reduced calcium channel inactivationmediates Timothy syndrome
(TS1, formerly called LQT8), the most malignant form of LQTS
[114]. Several mutations in CAV3 gene [115], which codes for
caveolin 3 protein, have been recently described to cause LQT9.
These alter the biophysical properties of sodium channel Nav1.5 in
vitro, generating a phenotype similar to that observed in LQT3.
LQT10 results from mutations in the SCN4B gene [116], which
codes for the sodium channel b4-subunit.
Loss in the function of delayed rectifier potassium channels
which fail to open to allow the efflux of K+ from the cell or gain in
the function of the sodium, and rarely calcium channels, resulting
in excessive ions to enter the cell, results in prolonged
repolarization. This is reflected in prolonged QT interval in the
ECG and causes electrical heterogeneity leading to early after
depolarizations (EADs). EADs can facilitate a distinctive type of
polymorphic ventricular tachycardia called Torsade des Pointes
(TdP); this can cause syncope if self-limiting or it can degenerate
into ventricular fibrillation and cardiac arrest.
The presentation of the disease is mainly monogenic; polygenic
or composite varieties usually have a more severe phenotype
[120]. Due to the autosomal dominant mode of transmission, 50%
of the offspring will be affected, but there is variable penetrance
(ranges from 25 to 90%) and expressivity [121].
The autosomal recessive long QT syndrome (Jervell and Lange-
Nielsen disease) has been associated with homozygous or
compound heterozygous mutations in 2 genes that encode for
the slowly activating delayed rectifier potassium channel (KCNQ1
and KCNE1 [minK]) [122], that account for at least 80% of cases.
Molecular genetic studies developed over the last years have
yielded important genotype–phenotype correlations, which have
helped to guide the management approach. Swimming and
exertion-induced cardiac events are more heavily associated with
mutations in LQT1 gene [123], In contrast, in LQT3 patients, cardiac
events predominantly occur during sleep and rest, whereas
auditory triggers and events occurring during the period after
childbirth tend to be associated with LQT2 patients [124]. Exercise
or mental stress more often triggers ventricular arrhythmias in
LQT4 patients [112]. In LQT7, hypokalemia is more likely to trigger
ventricular arrhythmias as well as periodic paralysis [113]. Thus,
patients with these specific syndromes can be advised to avoid this
form of activity.
Table 4
Long QT syndrome genes.
Type Gene Protein Locus Frequency (%)
Romano–Ward (autosomal dominant)
SQTL1 KCNQ1/KVLQT1 IKs a subunit 11p15.5 30–35
SQTL2 KCNH2/HERG IKr a subunit 7q35-36 25–30
SQTL3 SCN5A INa a subunit 3p21p24 5–10
SQTL4 ANKB Ankyrin b 4q25-q27 <1
SQTL5 KCNE1/MinK IKs b subunit 21q22.1 <1
SQTL6 KCNE2/MiRP1 IKr b subunit 21q22.1 <1
SQTL7 (Andersen S.) KCNJ2 Kir2.1 a subunit 17q23 <1
SQTL8 (Timothy S.) CACNA1C Caav1.2 a subunit 12p13.3 <1
SQTL9 CAV3 Caveolin 3 3p25 <1
SQTL10 SCN4B INa b4 subunit 11q23 <1
Jervell–Lange-Nielsen (autosomal recessive)
S. JLN tipo I KCNQ1 IKs a subunit 11p15.5 >90.5
S. JLN tipo II KCNE1 IKs b subunit 21q22.1 <0.5
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Despite the advances in this area, a genetic diagnosis cannot be
established in 25–30% of patients [118,119]. Consequently, the lack
of identification of a genetic defect cannot rule out the presence
of the disease. Screening of family members of a genotyped
proband allows presymptomatic diagnosis and the implementation
of therapy when appropriate; it also allows the clinical status
(affected versus nonaffected) to be defined in borderline cases. Of
major relevance is the fact that identifying a genetic defect con-
tributes to risk stratification [125], therapy selection, and preven-
tion of factors that precipitate arrhythmias [123].
In Andersen syndrome, identification of the genetic defect is
achieved in 70% of clinically affected individuals by screening a
single small gene. Genetic analysis carries clinically relevant
implications such as the possibility to perform presymptomatic
diagnosis, to identify silent carriers, and to encourage reproduc-
tive counselling. In Timothy syndrome, themost lethal formof the
long QT syndrome, the advantage of genetic testing is hard to
dispute. Identification of the mutation has a prognostic implica-
tion (adverse outcome), prenatal diagnosis can be performed,
and screening of family members is important for reproductive
counselling [77].
4.2. Brugada syndrome
The Brugada syndrome is a relatively new clinical entity
associated with sudden cardiac death in young people. First
described in 1992 [126], the syndrome is identified by a dis-
tinctive ECG pattern consisting of right bundle-branch block and
coved ST-segment elevation in the anterior precordial leads (V1
through V3), a high incidence of ventricular fibrillation (VF) and
sudden cardiac death. It is claimed to be responsible for up to 12%
of all sudden deaths and approximately 20% of deaths occurring in
patients with structurally normal hearts. Several population
studies [127,128], searching for BS-ECG patterns in healthy adult
populations have been performed worldwide, rendering the
prevalence of the ECG pattern between 0.05% (Europe) and 0.4%
(Japan). Vatta et al. [129] provided evidence that Asian cohorts,
initially diagnosed with sudden unexpected nocturnal death
syndrome (SUNDS), in fact represent BS patients, suggesting that
the prevalence in the Southeast Asian population is even higher
(1%).
This disease exhibits an autosomal dominant pattern of inhe-
ritance with variable and probably age-dependent expression. The
first identifiedgenemutation (1998)was locatedon the SCN5Agene
[130], encoding for the pore-forming a-subunit of the sodium
channel. Screening for these mutations show they account for only
about 25% of patients with Brugada syndrome [131,132]. This
indicates theremay be othermutations in the SCN5A gene andmost
likelymutations inmultiple other genes. Currently, over 100 SCN5A
mutations, primarily missense mutations, have been linked to the
BS, andmoremutations are being added to the list on a regular basis
[133]; all of them create a decreased sodium current either by
influencing the trafficking or the gating function of the channel.
The loss-of-function SCN5Amutations have also been described
as being responsible for progressive conduction impairment in
Lenègre disease [134] and inherited sick sinus syndrome [135]. It is
also well documented that patients with BS, especially with an
SCN5A mutation, show clinical signs of conduction slowing in the
forms of PR, HV and QRS prolongation. Recently SCN1B, which
encodes the function-modifying sodium channel b1 subunit, has
been implicated in Brugada syndrome and cardiac conduction
disease [136].
In addition to the mutations of the sodium channel itself,
mutations of genes that modulate sodium channel function are
also associated with Brugada syndrome. For example, mutation of
the ankyrin-binding motif of Nav1.5 results in a loss of binding of
Nav1.5 with its intracellular target chaperon ankyrin G, leading
to Brugada syndrome [137]. Mutation of glycerol-3-phosphate
dehydrogenase 1-like (GPD1-L) gene may affect trafficking of the
sodium channel to the cell surface, which in turn reduces sodium
current and causes Brugada syndrome [138].
Abnormalities of the sodium current are not the only genetic
defects identified in Brugada syndrome. Antzelevitch et al. [139]
have recently reported mutations in the gene encoding the L-type
calcium channel (CACNA1C) or its b2b subunit (CACNB2b) in
Brugada syndrome patients with unusually short QT intervals.
These findings indicate that, in addition to abnormalities of sodium
currents, the reduced calcium current can also contribute to the
development of Brugada syndrome.
Interesting genetic data have recently become available
regarding the importance of single nucleotide polymorphisms,
which might possibly explain the different clinical phenotypes or
the intriguing differences between the incidences of BS in different
geographic regions [140].
Genetic screening, currently not available, will be essential for
the management of this disease because most of these people do
not have symptoms. Because Brugada syndrome is a disease that
manifests in adulthood with a very incomplete penetrance, and a
high proportion of mutation carriers remain asymptomatic [141],
the value of genetic analysis for reproductive counselling is less
obvious than in other conditions associated with sudden death
during childhood or adolescence. Genetic analysis is useful in non-
penetrant mutation carriers and in family members of genotyped
probands to detect early manifestation of the disease [77].
4.3. Catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia
CPVT is another heritable arrhythmia syndrome characterized
by syncope, sudden death, polymorphic ventricular tachycardia
(triggered by vigorous physical exertion or acute emotion usually
in children and adolescents), a normal resting ECG, and the absence
of structural cardiac disease [142]. The most typical arrhythmia of
CPVT is bidirectional ventricular tachycardia presenting with an
alternating QRS axis. Family history of one or multiple sudden
cardiac deaths is evident in 30% of cases [143].
Two genetic variants of CPVT have been identified, one
transmitted as an autosomal dominant trait caused by mutations
in the RyR2 gene [144,145] and one recessive form caused by
mutations in the cardiac-specific isoform of the calsequestrin gene
(CASQ2) [146].
Perturbationsdue tomutations in theRyR2geneencoding for the
cardiac ryanodine receptor/calcium release channel represent the
most common genetic subtype [144,145,147]. RyR2, a large protein
that forms the calcium release channel in the sarcoplasmic
reticulum, is essential for regulation of excitation–contraction
coupling and intracellular calcium levels. More than 60 RyR2
mutations have been reported so far. All RyR2 mutations identified
in CPVT are mostly single-base-pair substitutions leading to the
replacement of highly conserved amino acids. RyR2 mutations can
be identified in approximately 70% of patients, with a mean
penetrance of 80% [148]. Choi et al. [149] reported that CPVT should
be considered in swimming-triggered cardiac events. CPVT is highly
lethal with untreated mortality rates of 30–50% by age 40 [148].
Increasing evidences show that sudden cardiac death canbe thefirst
manifestation of the disease. Although the disease usuallymanifests
in childhood, infants may also develop lethal arrhythmias as
demonstrated by the evidence that mutations in RyR2 have been
identified in young victims of sudden infant death syndrome [150].
Since approximately 20% of RyR2 mutation carriers may have no
phenotype (incomplete penetrance) and sudden cardiac death can
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be the first clinical presentation in CPVT, early genetic evaluation is
very important for all family members of CPVT probands.
The autosomal recessive form of the disease has been linked to
CASQ2, a gene that encodes for calsequestrin, a protein that serves
as a major calcium-binding protein in the terminal cisternae of the
sarcoplasmic reticulum. Calsequestrin is bound to the ryanodine
receptor and participates in the control of excitation–contraction
coupling. To date, a limited number of CASQ2-genotyped patients
have been reported. Recently, the first CPVT patient carrier of two
distinct CASQ2 mutations has been reported, thus demonstrating
that the compound heterozygous mutations lead to catecholami-
nergic VT phenotype [151]. To date, only 7% of CPVT probands
harbor CASQ2 mutations, suggesting that this is a relatively
uncommon variant of CPVT [148].
A disease-causing mutation in RyR2 or CASQ2 can be identified
in 50–70% of CPVT patients; therefore, it is likely that other CPVT
genes exist [147,148].
The clinical diagnosis of CPVT is rather elusive because affected
individuals show an unremarkable ECG and lack structural
abnormalities of the heart, so genetic analysis often is very helpful
for diagnosing the disease. This is especially important because, if
left untreated, CPVT is a highly malignant disease, but prognosis
improves substantially once the disease is correctly identified
and therapy is implemented. Presymptomatic diagnosis, diagnosis
in silent carriers, and reproductive counselling are additional
important benefits of successful genetic analysis [77]. Overall, the
indication for DNA screening in CPVT is high.
4.4. Short QT syndrome
The short QT syndrome has been recognized recently as a
separate clinical entity [152,153]. The characteristic ECG finding is
the persistently short QT interval (QTc < 300 ms), with tall,
symmetric, peaked T waves. The clinical picture consists of sudden
death, syncope, palpitations, and malignant arrhythmias. Most
patients havea family history of suddendeath. Autosomaldominant
inheritance was suggested. The syndrome has been linked to gain-
of-function mutations in KCNH2 (HERG, SQT1) [154], KCNQ1
(KvLQT1, SQT2) [155], and KCNJ2 (Kir2.1, SQT3) [156], causing an
increase in the intensityof Ikr, Iks, and Ikl, respectively. Interestingly,
another ‘‘gain-of-channel-function’’ type mutation of the same
KCNQ1 gene has been associated with familial atrial fibrillation
without QT shortening [157].
Recently, a new clinical entity that combines Brugada and Short
QT phenotypes caused by loss-of-function mutations in the a1-
and b-subunits of the L-type cardiac calcium channels has been
described [139].
5. The pathologist responsibilities in the diagnosis and
prevention of sudden death
Obviously, the pathologist has a responsibility to accurately
record data to identify the cause of death with a reasonable
degree of credibility. Also, in each case of sudden death, another
important duty of the forensic pathologist is to inform the family
of all autopsy results [158]. Another unusual role of the forensic
autopsy has been emphasized: it can also be employed as a tool
of preventive medicine [159]. If the death is due to a familial
condition such as HCM or the long QT syndrome, other family
members will be at risk and can benefit from preventive
strategies. In several cases, in fact, sudden death can be the
first and unique symptom of genetic diseases, and in those cases
it undergoes the only evaluation of the pathologist. As a
consequence, pathologists who see most of the index cases have
a great responsibility. A precise pathological diagnosis of the
underlying heart disease, which also takes advantage of
advanced molecular biology techniques, will be the source of
vital information for relatives and clinicians. The concept of a
‘‘molecular autopsy’’ is currently a major focus of research
studies in this area [16].
Although the investigation of mutations in genetically hetero-
genous disorders is not an easy task, state-of-the-art genotyping
technologies are offering new possibilities to simultaneously
analyze hundreds of mutations from different genes and a new
generation of solid phase sequencing strategies is allowing high
throughput sequencing of candidate genes.
The variety of chemistries and platforms [160] allows for
different strategic approaches. One of the most interesting is the
use of DNA chip technologies bothwith Affymetrix or conventional
DNA arrays, especially using MALDITOF-MS [161].
It is very important to pursue all available avenues to determine
the exact cause of death, including genetic testing. The post-
mortem diagnosis of cardiomyopathies is very important because
the family of the deceased will need counselling and the first-
degree relativesmay undergo a possible screening to prevent other
sudden deaths. In case of sudden death without significant mor-
phological anomalies, searching for mutations linked to functional
cardiac pathology is the best approach to explain such sudden
deaths and subsequently benefit those left behind.
Chugh et al. [3] recently showed the utility of an in depth
investigation in cases with a negative autopsy. Recent studies
[162,163] emphasize the importance of screening families for
genetic conditions in sudden cardiac death cases. The occurrence
of sudden death with a normal heart should therefore prompt
referral of close relatives to a specialist cardiologist for genetic
screening.
The first report [164] of amolecular diagnosis of an arrhythmia
disorder through the use of a molecular autopsy occurred in
1999, with the description of a successful identification of
inherited long QT syndrome in a 19-year-old girl who died after
a near-drowning. First of all, this result has potentially great
importance for forensic science by providing a plausible mec-
hanism for cardiac arrest in the setting of an otherwise
structurally normal heart. Moreover, thanks to this molecular
biology finding, the presence of the disease-causingmutationwas
traced back to the woman’s maternal grandfather, providing the
means for definite genetic analysis for at least 60 extended
relatives and the initiation of treatment and prevention strategies
for those carrying the familial mutation. This case also illustrates
that molecular autopsy may potentially provide the pathogenic
basis for SUD and establish not only the cause but also themanner
of death.
Since this initial report, other case reports [159,165–167] on
the post-mortem molecular diagnosis of inherited arrhythmia
syndromes through the use of a molecular autopsy have been
presented. Recently, a molecular autopsy series of SUD identified
pathogenic mutations on long QT and CPVT-associated genes in
over one third of cases [167]. Similar post-mortem cardiac channel
genetic testing in a large population-based cohort of sudden infant
death syndrome has elucidated mutations in 5–10% of cases
[97,168,169].
At present, when necropsy in modern medicine is questioned
[170], the data provided in this study emphasize its importance
and central role in helping families come to terms with death in a
previously healthy relative. Detailed and precise cardiac findings
will be important for these families in terms of health screening,
genetic counselling, prevention and treatment of subjects at risk. In
order to develop these strategies, the incidence, causes and
circumstances surrounding sudden death must be better known
and are mainly provided by forensic pathology.
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1.2.  Artículo 2: New technologies in the genetic approach to sudden cardiac  death 
in the young
El amplio espectro de genes y de variantes genéticas implicados en la MSC motiva la revi-
sión que se presenta en el siguiente artículo, publicado en Forensic Science International. La 
MSC da lugar a autopsias en las que no se puede determinar la causa de la muerte, lo cual supone 
uno de los grandes retos en la práctica forense. En este trabajo se revisan las diferentes estrate-
gias de genotipado de alto  rendimiento disponibles que podrían ser de gran utilidad en el estudio 
concreto de los factores genéticos de la MSC. Las plataformas de estudio genético a gran escala 
permiten una  actualización rápida de los estudios genéticos, fundamental a la vista de la rapidez 
con que se describen variantes y genes implicados. Estas plataformas permiten el estudio de 
mutaciones ya descritas, secuenciar regiones de genes ya conocidas mediante secuenciación de 
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1. Introduction
Genetics is having a major impact in many medical specialities.
This genetic revolution was initiated with the knowledge of the
human genome and has advanced exponentially linked to the
development of new genomic technologies which have allowed
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Genome wide association studies
A B S T R A C T
Sudden cardiac death (SCD) is a major health problem and constitutes one of the most important
unsolved challenges in the practice of forensic pathology due to the failure to determine the cause of
death. Particularly, an important number of previously healthy young people who have died suddenly
and unexpectedly are consequence of genetic heart disorders, either structural cardiomyopathies or
arrhythmogenic abnormalities.
The technological approach to analyze this type of genetically heterogeneous disorders is far from
easy but nowadays the variety of chemistries and methodologies improves choice.
This review offers to the reader a state of the art of the available technologies for the study of genetics
of sudden cardiac death, including mutation screening approaches, genome wide association studies,
and the recently developed next-generation sequencing.
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the identification of the genetic basis of a very large number of
diseases. Genetics is having an important impact in forensic
science and not only for the introduction of forensic DNA typing
but also in forensic pathology and toxicology. A good example of
the application of genomics in forensic science is the investigation
of sudden cardiac death (SCD).
SCD is defined as an unexpected death from a cardiac cause
occurring within a short time, generally within 1 h of symptom
Table 1
Genetic basis of SCD associated diseases.







ACTC1 15q14 a-Cardiac actin Rare 9 15
MYBPC3 11p11.2 Cardiac myosin-binding protein C 25–35% 168 243
MYH6 14q11.2-q12 a-Myosin heavy chain Rare 7 7
MYH7 14q11.2-q12 b-Myosin heavy chain 25–35% 229 292
MYL2 12q23-q24.3 Regulatory myosin light chain Rare 10 13
MYL3 3p21.2-p21.3 Essential myosin light chain Rare 6 9
TNNC1 3p21.1 Troponin C Rare 2 7
TNNI3 19p13.4 Cardiac troponin I 1–5% 34 40
TNNT2 1q32 Cardiac troponin T 3–5% 39 53
TPM1 15q22.1 a-Tropomyosin 1–5% 13 16
TTN 2q31 Titin Very rare 16 23
Other HCM genes
ACTN2 1q42-q43 a-Actinin 2 Rare 1 5
CSRP3 11p15.1 Muscle LIM protein Rare 9 13
LDB3 10q22.2-q23.3 LIM domain binding 3 Rare 5 5
MYOZ2 4q26-q27 Myozenin 2 Rare 2 2
TCAP 17q12-q21.1 Telethonin Rare 8 14
VCL 10q22.1-q23 Vinculin/metavinculin Rare 1 1
JPH2 20q12 Junctophilin 2 Rare 1 4
PLN 6q22.1 Phospholamban Rare 3 5
FXN 9q13 Frataxin Rare 39 46
GLA Xq22 a-Galactosidase A Rare 473 532
LAMP2 Xq24 Lysosome-associated membrane protein 2 Rare 21 35
PRKAG2 7q35-q36.36 AMP-activated protein kinase Rare 11 14
RAF1 3p25.2 RAF serine/threonin kinase Rare 2 20
ARVC
DSC2 18q21 Desmocollin 2 Rare 3 6
DSG2 18q12.1-q12.2 Desmoglein 2 10–15% 23 31
DSP 6p24 Desmoplakin 10–20% 21 35
JUP 17q21 Plakoglobin Rare 1 3
PKP2 12p11 Plakophilin 2 25% 49 74
RYR2 1q42.1-q43 Cardiac ryanodine receptor Rare 59 130
TGFB3 14q23-q24 Transforming growth factor b-3 Rare 2 2
TMEM43 3p25 Transmembrane protein 43 Rare 0
Long QT syndrome
KCNQ1 11p15.5 Kv7.1 30–35% 272 403
KCNH2 7q35–36 Kv11.1 25–30% 319 606
SCN5A 3p21-p24 NaV1.5 5–10% 202 559
ANK2 4q25-q27 Ankyrin B Rare 8 15
AKAP9 7q21-q22 Yotiao Rare 1 2
CACNA1C 12p13.3 l-Type calcium channel Rare 3 4
CAV3 3p25 Caveolin-3 Rare 27 40
KCNE1 21q22.1 MinK Rare 21 37
KCNE2 21q22.1 MiRP1 Rare 12 19
KCNJ2 17q23 Kir2.1 Rare 42 45
SCN4B 11q23.3 Sodium channel ß4 Rare 0
SNTA1 20q11.2 Syntrophin-a 1 Rare 0
Catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia
CASQ2 1p13.3 Calsequestrin 2 Rare 6 11
RYR2 (CPVT1) 1q42.1-q43 Ryanodine receptor 50–60% 59 130
Brugada syndrome
CACNA1C 2p13.3 l-Type calcium channel ? 3 4
CACNB2 10p12 l-Type calcium channel ß2 subunit ? 1 2
KCNE3 11q13.4 MiRP2 ? 3 6
SCN1b 19q13.1 Sodium channel ß1 ? 4 8
SCN5A 3p21-p24 NaV1.5 20–30% 202 559
GPD1L 3p22.3 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like Rare 0
Short QT syndrome
KCNH2 7q35–36 Kv11.1 ? 319 606
KCNJ2 17q23 Kir2.1 ? 42 45
KCNQ1 11p15.5 Kv7.1 ? 272 403
a Mutations included in the public version of Human Gene Mutation Database (mutations causing or associated with human inherited disease, plus disease-associated/
functional polymorphisms reported in the literature) [88].
b Mutations included in the Professional Human Gene Mutation Database.
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onset, in a person with or without pre-existing heart disease [1].
SCD in young adults < 35 years of age is caused mostly by cardiac
genetic disorders that ultimately result in lethal ventricular
arrhythmias [2,3]. Most of these juvenile SCDs in young people
manifest in the setting of inherited cardiomiopathies such as
hypertrophic cardiomyopathy (HCM), arrhythmogenic right ven-
tricule cardiomiopathy (ARVD), and as a consequence of ion
channel mutations responsible for inherited abnormalities, such as
the long/short QT syndromes (LQTS/SQTS), Brugada syndrome
(BrS), and catecholaminergic polymorphic ventricular tachycardia
[4,5].
Most of these diseases are genetically heterogeneous making
genetic diagnosis and genetic counselling difficult. For instance
HCM is a disease of remarkable genetic heterogeneity with
hundreds of mutations scattered over at least 30 genes that
encode essential sarcomeric, calcium-handling, and metabolic
regulatory proteins (Table 1) [6,7]. In ARVD eight susceptibility
genes and three additional genetic loci have been identified (Table
1) and the identification of a pathogenic mutation categorized as
associated or probably associated with ARVC in the patient under
evaluation is now included in the recently published modification
of the Task force criteria for diagnosis [8]. Mutations in 13 genes
have been involved in the correct execution of cardiac action
potential, associated with both LQTS and SQTS. According to one of
the last published mutation update in LQTS, identification of a
disease causing mutation is possible in 70–80% of the cases [9].
The combination of the knowledge of the genes involved in the
different cause of SCD and the availability of various genomic
technologies has entailed a considerable advance in the number of
cases than can be diagnosed with a benefit not only for finding the
cause of death but also for genetic counselling of relatives at risk.
Genomics in forensics is also a promising field of research. Some
genome wide association studies (GWAS) have been published,
most of them focusing on finding common variation involved in ion
channel and developmental genes in atrial and atrioventricular
conduction as well as in susceptibility to atrial fibrillation and
therefore responsible of cardiac sudden death [10,11].
The aim of this paper is to present the state of the art of the
different technologies and genetic approaches available for the
diagnosis and research of sudden cardiac death (Fig. 1). Advantages
and disadvantages of its application to the study of cardiac genetic
diseases will be discussed in terms of throughput, accuracy and
cost-effectiveness.
2. Mutation screening
Most of the cardiomyopathies that may evolve into sudden
death have a familial genetic component. They generally show an
autosomal pattern of inheritance and currently, a large number of
mutations in a variety of genes have been described as cause of the
disease (Table 1). The vast majority of genetic studies made to date
have focused on the sequencing of known genes by conventional
methods. The work and effort of many researchers have enabled to
meet a huge number of causative mutations in each of the genes
involved in cardiomyopathies, which can be studied directly with
mutation screening technologies.
2.1. Sequenom MassArray
The SequenomMassArray system employsmatrix assisted laser
desorption/ionization time of flight (MALDI-TOF) mass spectrom-
etry as detection system. The iPLEX GOLD chemistry consists of a
multiplex PCR followed by SAP purification and a SBE (single base
extension) reaction. The products of this reaction are desalted
using an anion exchange resin and spotted on proprietary matrix
coated chips: Spectrochips to permit MALDI-TOF analysis. The
mass of the primer extension products are determined and
translated into the corresponding alleles, the incorporation of
each nucleotide generating a difference in the mass of the
extension product. Each multiplex reaction is performed in a
single well, in 384-well microtitre plate format, allowing the
determination of up to 36 variants in 384 separate samples per
experiment [12].
Themain advantage of Sequenom related tomutation detection
is the simplicity and flexibility of the chemistry that can determine
single base changes (SNPs or mutations), non bi-allelic changes,
insertions and deletions (up to 40 bp in length) and MNVs
(multinucleotide variations) with the same primer extension
reaction (Table 2). In addition the same approach can detect
unexpected changes such as de novo mutations, for example a T in
an expected A/C mutation creates a peak with the corresponding
mass not recognized automatically but detectable by a trained
technician.
Another key advantage is that the chemistry requires simple
unmodified oligonucleotide primers with low per base cost, while
the in-house assay design software offers the option to reorganize
tested assays or to include additional new variations in established
assays.
Examples of the application of this technology to the study of
sudden cardiac death are the published studies of Allegue et al.
[13] and Brion et al. [14], where known mutations in long QT
syndrome and hypertrophic cardiomyopathy, respectively, are
analysed. Allegue et al. [13] developed a diagnostic approach for
long QT syndrome and Brugada syndrome based on published
mutations and Sequenom MassArray system. They analysed 433
mutations in three diagnostic tests, oriented to each of the three
most prevalent genes in the long QT syndrome. Brion et al. [14]
used the same approach to detect 550 mutations in 16 genes
associated with hypertrophic cardiomyopathy. Fig. 2 shows an
example of a HCM mutation image detected using the Sequenom
MassArray System.
Fig. 1.New technologies applied to study of genes involved in sudden cardiac death.
The technologies are distributed vertically according to throughput, but the
distance between them has no significance.
Table 2
Targeted genotyping technologies.
Technology Plexing levela 4 Allelesb Indelsc MNVsd
Sequenom MassArray 40 Yes 40bp Yes
Taqman OpenArray 256 No 6bp Yes
Illumina Goldengate 384 No 1bp No
APEX 640 Yes 25bp Yes
The table collects the main characteristics of targeted genotyping technologies:
a Maximum plexing level per reaction.
b Detection of more than two alleles.
c Maximum size of insertions–deletions.
d Detection of multinucleotide variations.
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2.2. Arrayed primer extension (APEX) technology
This technology also uses SBE as the allelic discrimination
reaction but the detection system consists of hybridization of
target DNA to an array consequently read for dye fluorescence. A
microarray glass slide contains the capture oligonucleotides
inmobilized on the surface, two per site tested (sense and
antisense strands). Posterior hybridization of the target DNA,
previously amplified and fragmented, generates the template
for the SBE reaction using fluorescently labeled ddNTPs, typically
fluorescein, cyanine3 (Cy3), cyanine5 (Cy5), and Texas Red. The
four color system enables the simultaneous detection of all four
alleles per position [15].
An improvement of the technology has been achieved using just
a pair of oligonucleotides per SNP or mutation known as APEX2.
The APEX2 primers are specific of each variation, containing a
region complementary to the genomic DNA sequence but include a
universal sequence and an aminomodification at the 50 end so they
are jointly used for both amplification and detection. The
amplification comprises two phases: a first phase PCR for specific
amplification of the target region, the resulting sequence contains
a nucleotide complementary to the position of interest and the
universal sequence, then a second PCR with universal primers to
produce the SBE template. Both strands of the purified product
hybridize to APEX-2 primers immobilized on the microarray
followed by four-color single base extension [16].
The flexibility of the design allows the simultaneous analysis of
multiple types of variants including insertions, deletions and
mutations (Table 2), and the incorporation of new variants on
developed microarrays (Table 2). The system is commercially
available through the Genorama Company, in addition offers
genetic testing APEX microarrays for some diseases (mutations in
BRCA, CFTR, etc) (http://www.genorama.com).
2.3. Illumina Goldengate genotyping assay with Veracode technology
Each Goldengate assay determines between 48 and 384
SNPs through a combination of OLA, oligonucleotide ligation, and
allele-specific extension reactions. The DNA is activated to allow
binding to paramagnetic particles followed by annealing of three
primers per SNP: two allele-specific primers (ASOs) and one locus
specific primer (LSO). These oligonucleotides contain universal PCR
primer sites and the LSObesides has a sequence complementary to a
tag present in a specific Veracode microbead. The ASO primer
complementary to theallelepresent in thegenomicDNA isextended
and ligated to the LSO, providing a template for the universal PCR
usingCy3- and Cy5-labeled primers. Thefinal step is a hybridization
of thedye-labeledsingle-strandedDNAtothecomplementarybeads
addressing each locus to a specific tag, followed by fluorescent
detection and automated genotype clustering and calling. The laser
can inspect each digitally inscribedVeracodemicrobead to generate
a unique code image for locus identification [17].
Goldengate custom assays using Veracode technology can
interrogate 48, 96, 144, 192 or 384 SNPs in a single plex, but it is
limited to bi-allelic SNPs and single base pair insertions/deletions
(Table 2).
2.4. Taqman and OpenArray Genotyping System
Taqman Genotyping Assays (Applied Biosystems) use two
allele-specific minor groove binder (MGB) probes (labeled with
FAM and VIC) and two PCR primers. The Taqman principle relies on
the 50–30 nuclease activity of Taq polymerase to cleave 50 terminal
nucleotides of double stranded DNA, releasing the reporter dye
from the MGB probe hybridized to the complementary target
sequence, followed by fluorescence detection [18–20]. This
technology allows the detection of bi-allelic SNPs, as well as
insertions, deletions and MNPs up to 6 bases in length.
The recent launch of the OpenArray Genotyping System creates
a step forward in the throughput of the Taqman platform. The
system combines Taqman Genotyping Assays preloaded in plate
formatwith OpenArray technology using nanoliter fluidics for low-
volume solution-phase reactions (33 nL per reaction). OpenArray
technology utilizes a plate that has the size of a microscope slide
with 3072 reaction cavities, arranged in 48 sub-arrays of 64 holes,
where up to 256 SNPs can be screened simultaneously in 12
samples. There are different formats available, to analyze between
64 and 256 SNPs in various sample numbers per array (Table 2).
One of the main advantages of Taqman are the high number of
validated assays as pre-designed SNP Genotyping Assays currently
numbering over 4.5 million genome-wide SNP site, including
160,000 validated assays, as well as 70,000 high value non-
synonymous coding SNPs (including known diseasemutations and
SNPs in protein domains associated with drug binding regions).
One example of the Taqman technology applied to the study of
sudden cardiac death is the article of Hernesniemi et al. [21] where
Taqman 50 nuclease assay was used to genotype the study
population of the Helsinki Sudden Death Study, comprising
medicolegal autopsies of 700 men. They found that hypertension
interacts with IL-18 gene promoter 137 G/C polymorphism,
affecting the risk of SCD and the development of coronary
atherosclerosis.
3. Scanning known genes
3.1. Next-generation DNA sequencing
Sanger sequencing has been the technology used for scanning
known genes to study genetic variation during the last three
decades. Despite of many technical improvements during this
Fig. 2. MassArray detection of K814del genetic variation at MYBPC3 gene. (A)
Spectrum aspect of a non-mutated sample. (B) Spectrum of a mutated sample.
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period, its throughput is limited and large-scale projects are
expensive and time-consuming. An example of this limitation is
the completion of human genome sequence [22], which was only
possible with the use of hundreds of sequencingmachinesworking
for many years.
In the last years, massively parallel DNA sequencing platforms,
known as next-generation sequencing (NGS) technologies, have
been developed opening new opportunities to explore genome-
wide biological questions and changing the strategies for
diagnostic of genetic diseases. Several platforms are commercially
available.
3.1.1. Targeted resequencing
Even thoughNGS technologies are rapidly advancing, the cost of
whole genome sequencing remains too high to apply to large
numbers of human samples. Consequently, target enrichment
methods have been developed for capturing the genomic regions of
interest from a DNA sample before sequencing. Enrichment has to
be uniform and efficient to enable maximal consensus coverage of
the target regionwith sufficient depth for accurate base calling and
with minimal sequencing effort. The method should not interfere
with accuracy of base calling by causing allelic bias or dropout
[23,24].
Although traditional PCR enriches target sequences with high
specificity and sensitivity, it is difficult to scale the method to take
advantage of the throughput of NGS technologies. However,
singleplex PCR amplification using high-fidelity polymerases is
used to analyze large kilobase-sized contiguous intervals [25].
Tewhey et al. developed amethod, involvingmicrodroplet-PCR
technology, formassive parallelel amplification of complex target
sequences taking advantages of thehigh sensitivity and specificity
of PCR [26]. A microfluidic device creates aqueous picoliter-
volume droplets of primers pair in oil solution. The primer
droplets that are targeted to different regions of the genome
merge with separate droplets that contain fragmented genomic
DNA andPCR reagents. Thesemixed droplets are thermal cycled in
a single tube. The encapsulation of microdroplet-PCR reactions
prevents possible primer pair interactions allowing an efficient
simultaneous amplification of up to 4000 targeted sequences. This
strategy is commercialized by RainDance Technologies and they
have announced that this number will reach 20,000 in 2010
introducingfiveprimerpairs in eachdroplet to performafive-plex
PCR.
Other approach is based on multiplex amplification of
thousands of target sequences in a single tube by array-
synthesized molecular inversion probes, which initially have been
developed formultiplex target detection and SNP typing [27,28]. In
this method, probes consisting of a universal spacer region flanked
by target-specific sequences are designed for each amplicon. These
probes anneal at either sides of target region and the gap is filled by
a DNA polymerase and a ligase [29,30].
Other strategy is capture by hybridization, both on-array
capture and in-solution capture. Roche NimbleGen and collabora-
tors were the first to adapt array hybridization to be compatible
with NGS [31–33]. Agilent 244K Array has also been used for target
enrichment [34] and other on-array capture method using shorter
probes has been reported [35,36].
To avoid the disadvantages of working with microarrays
(expensive equipment and low throughput) in-solution capture
methods has been developed by NimbleGen and Agilent [37]. The
principle is similar to on-array capture, but in this case the specific
probes designed to target region of interest from a sequencing
library are in solution instead of attached to the surface of an array.
For many applications, such as clinical diagnosis where only
few genes are interesting, the current throughput of NGS
technologies is too high. However, this capacity can be used to
reduce costs if it would be possible to sequence several samples per
run. This purpose can be achieved both with physical separation of
the samples and using sample-identifying barcodes.
3.1.2. Template preparation
The template preparation for NGS technologies involves
random shearing of DNA into smaller sizes to create fragment
libraries. After library preparation, most of the technologies use
clonal amplification of the templates before sequencing reactions,
however, there are some approaches to sequences single-
molecules avoiding this preliminary step.
The 454 Genome Sequencer (Roche and 454 Sequencing) and
SOLiD system (Applied Biosystems) use emulsion PCR on beads
[38] for fragment library amplification, using a water in oil
emulsion to isolate single DNA molecules in aqueous micro-
reactors containing one bead and PCR reagents. DNA fragments are
ligated with specific adapters during library preparation. The
adapters allow the hybridization of the fragments to one of the
universal PCR primers attached to the surface of beads.
The Illumina Genome Analyzer (Illumina Inc.) relies on bridge
PCR [39,40] to amplify sequencing features. In this approach,
forward and reverse PCR primers are tethered to a solid surface,
and as a consequence, amplification products originating from any
single template molecule remain immobilized and clustered to a
physical position on the array. Each single-stranded fragment,
immobilized at one end on the surface, creates a bridge structure
by hybridizing with its free end to the complementary adapter on
the surface of the support.
In contrastwith previous technologies, Helicos Genetic Analysis
System (Helicos Bioscience Corporation) is a single-molecule
sequencer and do not require any amplification of DNA fragment
prior to sequence.
3.1.3. NGS platforms
The most widespread NGS platforms are the 454 Genome
Sequencer, the Illumina Genome Analyzer and the SOLiD System.
In addition, another instrument commercially available is Helicos,
the first single-molecule sequencer. In this review, the alternative
strategies for DNA sequencing, read length and throughput of each
of them is mentioned (Table 3).
The 454 Genome Sequencer was the first NGS platform
available as a commercial product [41]. Sequencing is performed
by pyrosequencing [42]. In this method the incorporation of a
nucleotide by DNA polymerase results in the release of pyrophos-
phate, which initiates a series of downstream reactions that
ultimately produce light by a luciferase. The light can be correlated
with which specific nucleotide was incorporated, because the
nucleotides are added following a sequential order.
Table 3
NGS platforms specifications according to product information available on company’s websites.
Technology Approach Read length Throughput (Gb/run) Company web site
454 Genome Sequencer Pyrosequencing 400bp 1 http://www.454.com
Illumina Genome Analyzer Sequencing by syntesis 2100bp 200 http://www.illumina.com
SOLiD System Sequencing by ligation 250bp 100 http://www.appliedbiosystems.com
Helicos System Single-molecule sequencing 25–55bp 35 http://www.helicosbio.com
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The Illumina Genome Analyzer is based on sequencing by
synthesis approach [40,43] in which all four nucleotides are added
simultaneously to the flow cell channels, along with the
polymerase, for incorporation into the oligo-primed cluster
fragments obtained after bridge PCR. Unlike 454, fluorescently
labeled nucleotide terminators are used on this platform.
The SOLiD system is based on sequencing by ligation and the
use of two-base encoded probes [44]. A universal sequencing
primer is hybridized to templates and a pool of fluorescently
labeled octamer probes containing all possible combination of A, C,
G and T at positions 1–5, interrogates the sequence of the unknown
template on each bead. Only the probe homologous to the first five
bases of the template will be ligated to the universal sequencing
primer. Up to 10 cycles of ligation, detection and cleavage record
the color at every fifth position.
The Helicos system is the first commercial release of single-
molecule sequencing instrument [45]. The DNA fragments are
hybridized to primers covalently anchored in random positions on
a glass cover slip in a flow cell. The primer, polymerase and labeled
nucleotides are added to the glass support. The base incorporated
into the synthesis strand is determined by analysis of the emitted
light signal. Like in other platforms,manymillions of fragments are
sequence at the same time.
Helicos platform was used for whole genome sequencing of a
patient with family history of vascular disease and early sudden
death [46,47]. Rare variants in three genes that are clinically
associatedwith sudden cardiac death (TMEM43, DSP andMYBPC3)
and a variant in LPA consistent with a family history of coronary
artery disease were discovered.
3.2. Affymetrix resequencing
Other technology utilized for the diagnostic of miocardiopa-
thies is Affymetrix resequencing arrays. This method is based on
sequencing by hybridization, where the differential hybridization
of labeled oligonucleotide probes is used to identify variant
positions. The probes attached to the surface of the array are
designed as a tiling representation of the reference sequence of the
genome of interest [48]. Two studies using Affymetrix resequen-
cing arrays for the analysis of miocardiopathies have been
published. Waldmuller et al. [49] and Fokstuen et al. [50] have
designed Affymetrix resequencing arrays for the study of
Hypertrophic Miocardiopathy (HCM). The first one, include the
3 most commonly affected genes in HCM (MYH7, MYBP3 and
TNNT2), while the second one include 12 genes clearly implicated
in including all coding exons, splice-site junctions and 50 UTRs.
4. Searching for new genes
Genetic association studies have gradually moved from family-
based linkage studies to candidate genes strategies and in the last
years to Genome-Wide Association Studies (GWAS). A GWAS is
briefly defined as a method that analyzes a large number of
markers – distributed all over the genome – for association with a
particular disease or condition by comparing relative frequencies
between cases (individuals with the disease or condition) and
controls (random non-disease individuals) (Fig. 3). In contrast to
candidate gene association approach, a GWAS does not require a
previous knowledge of the disease pathways and permits a scan of
the genome in an unbiasedway allowing the identification of novel
susceptibility factors [51].
The development and completion of the Human Genome
Project and the International Human Haplotype Map Project [52–
54] in combination with important advances in the SNP genotyp-
ing technologies have positioned the GWAS as a very common
method for identifying genes for diseases. In addition to these
discoveries and technological progress, the considerable diminu-
tion of the cost per genotype in the last few years and the ability to
process and analyze hundreds of samples at a time must be also
taken into account to understand this success. In that sense, the
most popular companies in SNP genotyping, Affymetrix and
Illumina, have focused their main efforts not only on designing
new and updated products but also on robotizing their protocols
developing less time-consuming workflows and simplifying and
minimizing sample manipulation.
Since 2005, when the first GWAS reported that a polymorphism
in the complement factor H was associated with age-related
macular degeneration [55], a large number of GWAS has been
published among which it is worth pointing out the Wellcome
Trust Case Control Consortium (WTCCC) publication where 7
common diseases (bipolar disorder, coronary disease, Chron’s
disease, hypertension, rheumatoid arthritis, and type 1 and 2
diabetes) were evaluated [56]. Many other human genetic
diseases, traits and conditions have been scanned by a GWA
strategy, such as myocardial infarction, sudden cardiac arrest,
cancer, schizophrenia, asthma and so on. This huge amount of
information has motivated the creation of the National Human
Genome Research Institute (NHGRI) Catalogue of Published
Genome-Wide Association Studies (http://www.genome.gov/
gwastudies) where researchers can find on line and updated
information extracted for published GWAS [57].
Although themost common GWA strategies were strictly based
on SNP genotyping, the publication of the copy number variation
(CNV) structure of the human genome [58,59] and the recognition
of their potential role in complex disease susceptibility have
motivated an expansion of the GWAS to the CNV field [60–62].
Related with SCD, some GWAS studies have been published
most of them focusing on finding common variation involved in ion
channel and developmental genes in atrial and atrioventricular
conduction as well as in susceptibility to atrial fibrillation and
therefore responsible of cardiac sudden death [10,11,63,64] or
simply searching for the genetic component of sudden cardiac
arrest [65].
4.1. Affymetrix’ solutions for GWAS
4.1.1. Affymetrix GeneChip Human Mapping Arrays
The family of GeneChipHumanMapping arrays –manufactured
by Affymetrix – comprises products with a SNP density level that
has increased from the 10,000 SNPs of the 10K array to 100K, 500K
and 1 million SNPs. The 500K array set was made up of two arrays
Fig. 3. GWAS workflow (*) [89].
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with approximately 262,000 SNPs for the NspI array and 238,000
represented on the StyI array. The SNPs included on this array set
were selected from both public domain and the Perlegen SNP
database based on accuracy, call rate and LD analysis in Caucasians,
African-Americans and Asians. The content of this 500K array set
was then unified to create a single array called Genome-wide
Human SNP 5.0 array. The newest Affymetrix Genome-Wide
Human SNP product, the 6.0 mapping array, has been design to
offer a high physical genomic coverage of the human genome with
amedian inter-marker distance of 680 bases. It containsmore than
1.8 markers of genetic variation including 906,000 SNPs and
946,000 probes for the detection of CNV. Half of the SNP content,
approximately 482,000 SNPs, comes from the previous-generation
Affymetrix mapping arrays which have been successfully used in
many association studies [56,66,67]. The remaining 424,000 SNPs
include tag SNPs from the International HapMap Project, better
representation of SNPs on sexual chromosomes, mitochondrial
SNPs, SNPs in recombination hotspots and new SNPs added to the
SNP database (dbSNP) after completion of the previous 500K array.
In addition to the SNP content, the 6.0 mapping array includes
probes targeting 5677 known CN regions from the Toronto
Database of Genomic Variants and more than 744,000 markers
selected to enable the discovery of novel CNV (for details, http://
www.affymetrix.com).
The Affymetrix Genome Wide Assay protocol starts with a
digestion step of genomic DNA with the appropriate restriction
enzyme (XbaI, NspI or StyI, depending on the array type) to
generate fragments of 200–1100 bp in size. These fragments are
then ligated to adaptors specially designed to act as PCR primer
sites to allow enrichment of these fragments via PCR. PCR products
are purified using paramagnetic beads and fragmented to less than
200 bp using DNAseI. Fragmented DNA is end-labeled and
hybridized to a GeneChip. Finally, the samples are washed, stained
and scanned and the genotypes are calculated using algorithms
and software that are specific to the different arrays (for details,
http://www.affymetrix.com).
4.1.2. Axiom Genome-Wide Human Arrays
The Axiom Genotyping Solution is the newest Affymetrix
genotyping system for GWAS, replication studies and candidate
gene association studies. It includes specific array plates for
Caucasian, Asian, and African populations, complete reagents kits,
data analysis tools and end-to-end automated sample processing
utilizing the GeneTitan-Multi-Channel Instrument in combination
with the Beckman FX robot.
The AxiomGenome-WideHuman Array (Caucasian population)
provides high genetic coverage in European population and
contains more than 560,000 SNPs and more than 6000 biallelic
indels from the dbSNP database. SNPs were selected to represent
chromosomes X and Y, as well as mitochondrial SNPs, cSNPs, SNPs
in recombination hotspots, ADME SNPs, miRNA SNPs, and disease-
associated SNPs.
The Axiom Genome-Wide ASI Array (Asian population)
provides high genetic coverage in Asian population and contains
a total of 598,000 SNPs including SNPs in genic regions and in
conserved regions, coding SNPs and X chromosome SNPs.
In the AxiomGenome-WideHuman assay, total genomic DNA is
amplified and randomly fragmented into 25–125 bp fragments.
These fragments are purified and re-suspended in hybridization
cocktail that is then transferred to the Affymetrix GeneTitan
instrument for automated, hands-free processing (including
hybridization to Axiom array plates, staining, washing and
imaging). Image files are automatically processed for automated
allele calling and quality control with the Axiom GT1 algorithm
available through the Affymetrix Genotyping Console Software
v4.0 (for details, http://www.affymetrix.com).
4.2. Illumina’s solutions for GWAS
In collaboration with the Wellcome Trust Sanger Institute, the
Centre for Applied Genomics at the Hospital for Sick Children in
Toronto, the BROAD Institute and the deCODE Genetics, Illumina
has developed the Infinium BeadChip family of products that
enables simultaneous interrogation of thousands (Human 610-
and 660-Quad BeadChips) to more than 1millionmarkers (Human
1M-Duo DNA Analysis BeadChip and Human Omni1-Quad
BeadChip).
The SNP selection strategy for this product line is mainly based
on the information derived from the International HapMap Project
improving the power of association studies since that genotyping
highly informative SNPs (tagSNPs) yields the same information as
genotyping a larger number of randomly selected SNPs. In addition
to these tagSNPs, BeadChip’s content is supplemented with non-
synonymous SNPs and, as well as Affymetrix Genome-Wide
Arrays, markers for copy number variation assessment are also
included on Illumina arrays.
The Human 1M-Duo DNA Analysis BeadChip interrogates more
than 1.1 million markers per sample with a median inter-marker
distance of 1.5 kb and yields high resolution CNV power detection
and cytogenetics. It contains tagSNPs, SNPs in genes (both
synonymous and non-synonymous SNPs), SNPs in the MHC region
and SNPs in regions related to drug metabolism. SNPs and non-
polymorphic markers in known and novel CNV regions are also
included in this beadchip (for details, http://www.illumina.com).
The Human Omni1-Quad BeadChip interrogates nearly 1.2
million loci per sample in a four-sample format. This array includes
strategically selected markers from all three HapMap phases and
extensive disease-associated SNPs, including new data from the
1000Genomes Project. Structural variation analysis is also possible
with the Omni1-Quad arrays due to the content on CNVs and copy
neutral variants (inversions and translocations) (for details, http://
www.illumina.com).
The first version of the Infinium1 Whole Genome Genotyping
(WGG) Assay (Infinium I) was designed to interrogate 10,000–
100,000 SNPs, whereas the latest Infinium II can be used to
genotype more than 1 million assays. Both Infinium I and II are
based on an isothermal whole genome-amplification (WGA) of the
genomic DNA followed by a direct hybridization to a bead array of
50-mer locus specific primers. After hybridization, allelic discrimi-
nation is carried out on the array by an allelic specific primer
extension (for Infinium I) or a single base extension (for Infinium
II). Products are subsequently fluorescently stained by the
incorporation of differently labelled terminator nucleotides, the
fluorescence is detected by the Illumina BeadArray scanner and the
genotypes are called using Illumina’s software [68–70].
In addition to the approaches described for GWAS, Illumina has
the HumanCVD BeadChip, the first high-density single nucleotide
polymorphism (SNP) genotyping standard panel specifically
targeted for cardiovascular disease (CVD) studies. The BeadChip
features nearly 50,000 markers that capture genetic diversity
across approximately 2100 genes associated with CVD processes
such as blood pressure changes, insulin resistance, metabolic
disorders, dyslipidemia, and inflammation [71,72].
4.3. Exome sequencing
When there are not candidate genes or if the number of genes
exceeds tens whole exome sequencing is a useful approach. This
strategy can be achieved combining the use of NGS technologies
with targeted enrichment methods. Both Nimblegen and Agilent
have developed commercial kits for capturing all human exons.
This approach has been recently successfully used to determine
the genetic basis of Miller syndrome, a recessive Mendelian
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disorder [73] and Schinzel-Giedion syndrome, a dominant
Mendelian disorder [74]. In the first study, two 244K Arrays for
Agilent were used for capturing the exome and the sequence was
performed on an Illumina platform. In the second study, Agilent
SureSelect Human All Exon kit was used for enriching four exomes
and their subsequent sequencing on a SOLiD system.
5. Discussion
Sudden cardiac death may be the first and last clinical
presentation of several cardiomyopathies, so DNA analysis linked
to pathologic autopsy in death cases and clinical evaluation in the
case of living individuals may help to confirm a diagnosis.
Moreover, after a suspected genetic disease death it should be
imperative that the family is approached and offered genetic
testing since genetic screening in family members can help to
identify individuals at risk, enabling diagnosis and preventing
complications [75–77].
Given the observation that one third of unexplained SD cases
are of genetic origin, genetic analysis should become part of the
routine postmortem study of SD with normal heart or heart having
signals of genetic disease (i.e. hypertrophia and disarray). To this
aim, proper sampling of blood and tissues has been recommended
in the guidelines for autopsy investigation proposed by the
Association for European Cardiovascular Pathology.
One of the main difficulties we have found so far in the study of
genetics of sudden death is that when we try to do a search of
possible genetic cause in a sufficient number of cases to be
statistically representative, we have to resort to retrospective
studies relying on cohorts already collected, most of them with
Formalin Fixed, Paraffin Embedded Tissue (FFPE) samples with the
consequent difficulties and hardships for its study.
Some of the mutation screening approaches using small
amplicons for mutation detection have shown good results in
the analysis of FFPE samples [78,79]. Specifically, Brion et al. [14],
in their work on MassArray system applied to the study of SIDS
have obtained very good results with paraffin-embedded material
with a call rate of 80.62%. The rate obtained by Allegue et al. [13] in
their study in the SCN5A gene, was slightly lower (65.58%), but
only 17 samples were analyzed and the call rate for testing the
same gene in EDTA blood samples was also slightly reduced,
74.35%.
HumanMapping Arrays require DNA digestion followed by PCR
amplification to reduce genome complexity, so the use of FFPE
samples is a handicap since they contain degraded DNA resulting
in even shorter fragment lengths after digestion. Although
genotyping efficiency and reliability are reduced for FFPE DNA
when compared with fresh samples, several papers have been
published revealing methods to improve performance at the
expense of a variable reduction in resolution [80,81].
Despite the quality of FFPE samples, recent studies have also
demonstrated the potential use of NGS technologies to interrogate
FFPE samples [82,83].
Regardless of the strategy we choose for our genetic study it
should always be taken into account the difficulties we face, not
only at a technological level, but also regarding the characteristics
of the disease itself, such as genetic heterogeneity (same
phenotype caused by polymorphisms in different genes), allelic
heterogeneity (same phenotype caused by different alleles at the
same gene), epistasis (the effect of a genotype depends on the
presence of another genotype), gene-environment interactions
(the effect of a genotype depends on the presence of an
environmental factor), phenotypic heterogeneity (variability in
expressivity or clinical manifestations of a genetic disease),
phenocopies (a phenotype that mimics the genetically caused
phenotype of interest), among others.
According to Andersen et al. [84] and to AHA/ESC guidelines
[85] consanguine first-degree relatives of HCM patients should be
offered clinical screening and additional genetic screening, if the
clinical diagnosis of death is not clearly established based onmajor
diagnostic criteria, after an appropriate genetic counselling. If a
disease-causing mutation has been identified, it should be
emphasized that genetic screening is superior to clinical screening
with respect to specificity of identification of family members at
risk.
A recent study shows that the current cost of genetic testing for
inherited cardiac channelopathies is reasonable for thosewho have
a conclusive diagnosis and that these patients should have priority
access to genetic screening [86]. But in those who only have a
possible diagnosis or unexplained ventricular fibrillation (VF), the
cost of genotyping could be prohibitive. Frequently, clinicians seek
genetic testing in healthy people (i.e. sport teams) to exclude the
presence of one of the genetic conditions that expose a patient to
risk of sudden death, but unfortunately, this is a wrong indication
for testing. As Bai et al. [86] study shows, only in a very few
individuals in this group the mutation responsible can be found,
but in those negative it is not possible to rule out the presence of
the disease, as they may still carry mutations in unknown genes.
Although this is basically true, the situation could change in the
near future thanks to the application of new technologies such as
those presented here. On the one hand, association studies such as
large-scale GWAS allow the identification of new genes responsi-
ble for the fatal effect that may be included in subsequent
diagnostic tests. On the other hand, with the introduction of new
technologies such as resequencing and specially the implementa-
tion of NGS, whole exome and large regions of interest will be
sequenced at much lower cost than conventional sequencing, so
looking for new mutations responsible for the death is becoming
more and more affordable and effective.
Multidisciplinary teams that incorporate forensic pathologists,
cardiologists, geneticists, and genetic counsellors are crucial for
complete and comprehensive approach to sudden cardiac death
cases, to be effective in the forensic, clinical and genetic
investigations, to answer potential concerns and to approach
the several remaining unknowns [78,87].
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2.1.  Diseño de estrategia de análisis de variantes genéticas implicadas 
en MCH.
El trabajo aquí presentado se desarrolló en el marco de un convenio de colaboración entre el 
Grupo de Medicina Xenómica de la Universidad de Santiago de Compostela y el grupo de cardio-
logía del entonces llamado Hospital Juan Canalejo, hoy Complejo Hospitalario Universitario de A 








que, según la bibliografía e investigaciones previas, estaban implicadas en el desarrollo de la MCH 
y se diseñó una estrategia para abordar el estudio genético de dichas variantes a partir de ADN 




adición de nuevas variantes genéticas a medida que se describen. 
La colaboración entre ambos grupos de investigación permitió disponer de un prototipo 
inicial que incluía 502 mutaciones relacionadas con la MCH. Esto dio lugar a la formalización 
de un Contrato de Licencia de Explotación estableciendo las condiciones para la transferencia 
del conocimiento que facultase a la empresa Health in Code para la gestión técnica, producción 
industrial y comercialización de los productos derivados del proyecto en colaboración.
Finalmente, este prototipo inicial fue actualizado con nuevas mutaciones y desarrollos 
tecnológicos y actualmente incluye un total de 680 variantes genéticas distintas que pueden ser 
tipadas en 48 horas. Como hemos dicho, estudiamos ocho variantes genéticas por duplicado 
distribuidas en diferentes plexes a modo de control del genotipado.


























Tabla 19: Número de variantes genéticas en cada gen incluídas en la estrategia MCH en 




y Síndrome de QT Largo.
120
Las 688 variantes genéticas se distribuyen en 44 ensayos tal y como se muestra en la tabla 
20.


















cinco variantes en TNNT2 en 16 muestras; 6 variantes en TNNI3 en 13 muestras y una variante 
en ACTC, MYH6, MYLK2 y TPM1 (Figura 20).La tasa de éxito de genotipado obtenida fue de un 
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Tabla 20: Distribución de las 688 variantes en ensayos para la estrategia de detección 










explicó en el apartado correspondiente de material y métodos de la presente tesis. 
Cabe citar que, de entre las 288 muestras con variantes mutadas, 32 muestras (11%) 
mostraron una mutación adicional, en el mismo gen o en otro gen diferente. Catorce de las mues-
tras fueron heterocigotos dobles, 15 heterocigotos compuestos y tres de ellos fueron homocigotas 
mutadas para una variante genética determinada (Figura 21).
FIGURA 20: Variantes genéticas detectadas en la validación de la estrate-
gia de detección de variantes genéticas implicadas en MCH.
FIGURA 21: Representación de las mutaciones detectadas en la validación 
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Resumiendo: la metodología empleada consiste en la detección de variantes descritas por 










variante genética en la plataforma de genotipado, se procedió a la secuenciación directa de los 
genes implicados en el desrrollo de MCH en el grupo de la Universidade de A Coruña. En estos 
casos se pueden detectar mutaciones 	"	que pueden ser incluidas en los nuevos diseños en 
la plataforma.  
El análisis del total de 688 variantes genéticas fue validado en 457 muestras que incluían 
afectos de MCH y familiares, casos con antecedentes personales o familiares de MSC y casos de 
SMSL.
Esta estrategia demostró ser adecuada para un amplio espectro de muestras, no sólo de 







en formol y en distintos grados de degradación. Así, la tasa de éxito de genotipado obtenida para 












2.2.  Artículo 3: A new approach to long QT syndrome mutation detection by 
Sequenom MassARRAY® system. 
En este artículo publicado en la revista Electrophoresis se recoge la estrategia desarrollada 








o muerte súbita. 
Se desarrollaron tres test diagnósticos en la plataforma Sequenom MassARRAY®  System: 
un test para detección de variantes detectadas en LQT1, en que se analizan variantes genéticas en 
el gen KCNH1; otro para LQT2, en que se incluyen variantes genéticas descritas en KCNH2  y un 
tercero para variantes genéticas implicadas en el desarrollo de LQT3 y  SBr, en el que se analizan 
variantes genéticas en el gen SCN5A. Son los genes  con mayor prevalencia de mutaciones impli-
cadas en el desarrollo de estas canalopatías. Se analizaron 433 variantes genéticas distribuidas en 







KCNQ1, KCNH2 y SCN5A respectivamente.
El resultado de este estudio permite la validación de la plataforma de genotipado a gran 




Pese a que el número de genes y variantes genéticas implicadas en el desarrollo del SQTL y 
SBr están en continuo aumento, la mayor parte de las variantes genéticas asociadas al desarrollo 
de la patología se han descrito en KCNQ1, KCNH2 y SCN5A, de modo que la detección de variantes 
que, como hemos dicho puede ser actualizada, en estos genes es una estrategia adecuada para el 
estudio inmediato de mutaciones descritas. Sin embargo, se debe tener en cuenta que las nuevas 
tecnologías de NGS son ya una realidad y que permiten la secuenciación completa de los genes en 
estudio de forma rápida. De este modo, se convierten en una estrategia adecuada para el estudio 
de esta patología, en la que muchas de las mutaciones descritas son familiares. Se han descrito 








A new approach to long QT syndrome
mutation detection by Sequenom
MassARRAYs system
Congenital long QT syndrome is an inherited cardiac disorder characterized by a
prolonged QT interval and polymorphic ventricular arrhythmias that could result in
recurrent syncope, seizures or sudden death as the most dramatic event. Until now QT
interval mutations have been described in 12 genes, where the majority of mutations
reside in three genes KCNQ1, KCNH2, and SCN5A. Diagnosis and prognosis are directly
related with the gene and mutation involved. We have developed a diagnostic approach
for long QT syndrome and Brugada syndrome based on published mutations and
Sequenom MassArrays system. Three diagnostic tests have been developed, oriented to
each of the three most prevalent genes in the long QT syndrome. A total of 433 muta-
tions are analyzed in 38 multiplex reactions, allowing their detection in about 48 h. Tests
were validated on 502 samples from individuals with different clinical conditions and
family history. The average call rates obtained for each of the tests were 93, 83, and 73%
in KCNQ1, KCNH2, and SCNA, respectively. Sequenom MassARRAY mutation detec-
tion is a reliable, highly flexible, and cost-efficient alternative to conventional methods for
genetic testing in long QT syndrome and Brugada syndrome, facilitating flexible
upgrades of the version of the test presented here with the inclusion of new mutations.
Keywords:
Brugada syndrome / Cardiac disorders / Genetic disorders / Long QT syndrome /
Mutation detection DOI 10.1002/elps.201000022
1 Introduction
Sudden cardiac death (SCD) is considered as one of most
common causes of death in developed countries, represent-
ing a major health problem. The incidence of SCD is
30–200/100 000 people each year [1]. It is considered that
SCDs do occur when the cause of the death remains
unexplained after completion of the gross and microscopic
autopsy, an adequate histology of the heart (no structural
abnormality is found), and toxicology screening. It has been
described that the cause of death cannot be found in at least
10%, and perhaps up to 30% of the sudden deaths after
postmortem investigation and it was suggested that a
considerable number of these sudden deaths may be
associated with heritable channelopaties [2, 3].
Long QT syndrome (LQTS), short QT syndrome, Brugada
syndrome (BrS), and catecholaminergic polymorphic ventri-
cular tachycardia, all of them are arrhythmia disorders gener-
ally associated with a structurally normal heart. Congenital
forms of these diseases are caused by mutations in the genes
encoding defective ionic channel proteins that govern cell
membrane transit of sodium, potassium, and calcium ions
that, in many cases, are the molecular target for almost all
drugs that cause the acquired form of LQTS [4]. In catechol-
aminergic polymorphic ventricular tachycardia, mutations
occur in key components of intracellular calcium-induced
calcium release from the sarcoplasmic reticulum.
Although defects in the ion channels of the myocyte do
not lead to morphological abnormality in the heart, it is
thought that these defects can explain electrocardiogram
(ECG) abnormalities, rhythm disturbances, and an
increased risk of sudden death as the most severe clinical
manifestation [5].
LQTS includes a distinct group of cardiac channelo-
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ECG, myocardium repolarization fails, a specific form of
polymorphic ventricular tachycardia called Torsade des
Pointes, and higher risk for syncope, seizure and SCDs [6].
A patient with a QTc value of 550 ms will have a 63% higher
risk of cardiac events than a patient with a QTc value of
450 ms. It is a genetically heterogeneous disease that affects
1:3 000–1:5 000 persons. About 85% are found as inherited
and 15% are sporadic cases [7].
Two patterns of inheritance have been described in
LQTS: a rare autosomal recessive disease (Jervell and
Lange–Nielsen syndrome) which is associated with deafness
and the autosomal dominant form which is much more
common (Romano–Ward syndrome). Phenotypic expres-
sion is heterogeneous and covers from sudden death in
infancy to asymptomatic longevity [8]. The genetic hetero-
geneity of the disease complicates the study of each case.
Since 1991 when first mutation was described [9], many
mutations have been described in 12 genes (Table 1). Most
of the mutations, almost 800, have been described in three
main genes: KCNQ1, KCNH2, and SCN5A with a frequency
in the affected people of 30–35, 25–30, and 5–10%, respec-
tively [10]. Loss-of-function mutations in the KCNQ1 and
KCNH2 genes cause LQT1 and LQT2 syndromes, respec-
tively, while gain-of-function mutations in the SCN5A genes
cause LQT3 syndrome.
The ECG pattern in the BrS is characterized by ST
elevation in the right precordial leads V1–3 and it also
represents an increased risk of sudden death [11]. It shows
an autosomal dominant inheritance and the penetrance and
expressivity is highly variable. Until now, most of the
mutations (approximately 20% of BrS cases) have been
described in the SCN5A gene (loss-of-function mutations),
and patients were classified as BrS type 1. Recently, new
mutations have been described in additional genes
implicated in the modulation of the sodium channel
function.
The short QT syndrome has been recognized recently as
a separate clinical entity [12]. The clinical picture consists of
sudden death, syncope, palpitations, and proximal atrial
fibrillation. To date, gain of function mutations in the
KCNH2, KCNQ1, and KCNJ2 genes have been identified as
pathogenic substrates [13].
Although recent years have brought considerable
progress in our understanding of the genetic causes of
channelopaties, the stratify risk of SCD in individual
patients remains being a challenge, making it difficult for
the clinicians to determine the appropriate therapy, as
b-blocker therapy or implantable cardioverter-defibrillator,
and making it difficult for the forensic experts to determine
the cause of death in those cases triggered by a sudden
death. Indicators of high risk include a personal history of
aborted SCD or syncope, excessive QT prolongation, age and
gender, and genotype [14].
Since mutation detection by classical serial molecular
techniques like direct sequencing is time consuming and
expensive, our principal aim was to develop a cost-effective
diagnostic strategy that allowed a rapid screening. We have
used a rapid and efficient mutation detection system based
on semiautomated MALDI-TOF-MS by means of Sequenom
MassARRAYs system which uses iPLEX GOLD reactions to
detect mutations. Described mutations for the three most
prevalent genes associated with channelopaties (KCNQ1,
GenBank: AF000571; KCNH2, GenBank: U04270;
SCN5A, GenBank: AJ310893) were selected and analyzed.
Results from a total of 502 individuals including SCD
cases, arrhythmic affected people, and healthy people are
Table 1. Genes involved in cardiac channelopathies
Phenotype Gene Locus Protein coding Frequency in
patients (%)
LQTS1 KCNQ1 11p15.5 Kv7.1 30–35%
LQTS2 KCNH2 7q35–36 Kv11.1 25–30%
LQTS3 SCN5A 3p21–p24 NaV1.5 5–10%
LQTS4 ANKB 4q25–q27 Ankyrin B Rare
LQTS5 KCNE1 21q22.1 MinK Rare
LQTS6 KCNE2 21q22.1 MiRP1 Rare
LQTS7 KCNJ2 17q23 Kir 2.1 Rare
LQTS8 CACNA1C 12p13.3 L-type calcium channel Rare
LQTS9 CAV3 3p25 Caveolin-3 Rare
LQTS10 SCN4B 11q23.3 Sodium channel b4 Rare
LQTS11 AKAP9 7q21–q22 Yotiao Rare
LQTS12 SNTA1 20q11.2 Syntrophin-a1 Rare
BrS1 SCN5A 3p21–p24 NaV1.5 20–30%
BrS2 GPD1L 3p24 G3PD1L Rare
BrS3 CACNA1C 12p13.3 L-type calcium channel ?
BrS4 CACNB2 10p12.33 L-type calcium channel b2 subunit ?
BrS5 SCN1B 19q13.1 Sodium channel b1 ?
BrS6 KCNE3 11q13–q14 MiRP2 ?
BrS7 SCN3B 11q23.3 Sodium channel b3 ?
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presented and the potential application of this new diag-
nostic strategy is discussed.
2 Material and methods
2.1 Samples
We have analyzed 502 unrelated individuals of Caucasian
origin. The analyzed samples include general population
recruited from primary health care (regardless of the QT
interval), patients who suffered a sudden unexpected death
(adult and infant cases) and the cause of death could not be
explained after the autopsy, and patients who suffered
syncope or seizure and have a familiar history of sudden
death. The study also includes patients who had recuperated
after a sudden cardiac event such as fibrillation that could
have resulted in a SCD. In some cases, patients had received
a discharge of their implantable cardioverter-defibrillator.
Individuals included in the study were classified into
five different categories (Supporting Information Table 1):
(i) 412 individuals from primary health care; (ii) 39 index
cases with a prolonged QT interval in ECG, diagnosed with
LQTS without specifying the subtype; (iii) 5 specific cases of
LQT3 diagnosed in ECG; (iv) 17 cases of sudden
infant death syndrome (SIDS); (v) and 29 cases diagnosed
for BrS.
All the patients were evaluated and diagnosed by
cardiologists and forensic scientists following the standard
procedures [7, 15, 16]. This study was conducted according
to the recommendations of the Declaration of Helsinki
and approved by the local ethics committees of the
participating institutions. Signed informed consent was
obtained from all the subjects before their inclusion in the
study.
2.2 DNA extraction
DNA was extracted from peripheral fresh blood by using the
Wizards Genomic DNA Purification Kit (Promega Corpora-
tion). With frozen blood or other tissues collected after
autopsy of deceased individuals phenol-chloroform protocol
was used. DNA from tissue preserved in paraffin blocks was
extracted after proteinase K digestion and subsequently
purified by using centrifugal filter devices (Amicon Ultra,
Millipore).
2.3 Mutation selection
Mutation selection in main implicated genes (KCNQ1,
KCNH2, and SCN5A) was made by using the Human Gene
Mutation Database (http://www.hgmd.org/). At present, we
have selected a total of 433 mutations that are shown in
Figs. 1–3. Most of the selected mutations, almost 79%, are
single nucleotide substitutions causing missense or
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Figure 1. Positions of genetic
variants within the KCNQ1
gene for which MassARRAY
assays have been designed.
Although 151 genetic variants
have been analyzed, the
figure only shows 135, which
represent nucleotide changes
in intronic regions and amino
acid changes in exonic
regions, which may be due
to different nucleotide genetic
variants.
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remaining 16% corresponds to insertion and deletion
mutations. In addition to the described mutations at the
time of performing the selection, several polymorphisms
associated with the disease were also included, because
of their possible modifier effect described in the literature
[17, 18].

























































































Figure 2. Positions of genetic
variants within the KCNH2
gene for which MassARRAY
assays have been designed.
Although 149 genetic variants
have been analyzed, the
figure only shows 119, which
represent nucleotide changes
in intronic regions and amino
acid changes in exonic
regions, which may be due
to different nucleotide genetic
variants.
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Figure 3. Positions of genetic
variants within the SCN5A
gene for which MassARRAY
assays have been designed.
Although 133 genetic variants
have been analyzed, the
figure only shows 131, which
represent nucleotide changes
in intronic regions and amino
acid changes in exonic
regions, which may be due
to different nucleotide genetic
variants.
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2.4 Assay design
To design both PCR and MassEXTENDs primers for
multiplexed assays, we used the MassARRAY assay design
3.1 (Sequenom). Since some of the mutations share the
flanking regions, the 433 mutations were analyzed in 382
amplicons. The distribution of the amplicons in
multiplex reactions is shown in Supporting Information
Table 2.
To unify the PCR conditions, all the PCR primers had a
common tag sequence at their 5’ end (ACGTTGGATG). In
the case of extension primers, each primer had attached at
its 5’ end, varying lengths of nonhomologous tails to create a
difference large enough to analyze the spectrometer results.
The PCR and extension primers are shown in Supporting
Information Table 3.
2.5 Mutation detection
PCR amplifications were performed following manufac-
turer’s recommendations [19]. We used 40 ng DNA from
each sample, 1X PCR buffer (2 mM), MgCl2 2 mM, dNTPs
500 mM, 100 nM of each PCR primer, and 0.5 U of HotStar
Taqs. Total volume of PCR reaction was 5 mL.
PCR protocol consists of 1 cycle of 4 min at 941C; 45
cycles of 20 s at 941C, 30 s at 561C, and 1min at 721C; and 1
cycle of 3 min at 721C.
After PCR, shrimp alkaline phosphatase (SAP) enzyme
treatment is performed to dephosphorylate the dNTPs
unincorporated in the PCR. Total volume of SAP reaction is
7 mL, including 5 mL of PCR product, 0.3U of SAP enzyme,
and 10X SAP buffer. Reaction mixture is then incubated in a
standard thermocycler at 371C for 40 min and 851C for
5 min.
Following SAP treatment, iPLEX GOLD reaction is
performed. Extension primer concentration for each muta-
tion is shown in Supporting Information Table 3. Final
iPLEX cocktail mix volume is 9 mL, including 10X
iPLEX buffer, 1X iPLEX extension mix, 7 mM and 14 mM of
primer mix (doubled concentration of the high mass
primers relative to the low mass primers), and 1X iPLEX
enzyme.
The iPLEX reaction is programmed at the thermocycler
as follows: I: 941C 30 s, II: 941C for 5 s, III: 521C for 5 s, IV:
801C for 5 s, V: go to III 4 more times, VI: go to II 39 more
times, VII: 721C for 3 m. To optimize mass spectrometric
analysis, a clean resin kit must be added to desalt the iPLEX
reaction products. Then, the reaction products are dispensed
onto a 384-element SpectroCHIP bioarray using the
MassARRAY Nanodispenser.
Mass differences in the extension primers after the
extension reaction are detected with MALDI-TOF-MS.
Depending on the ddNTP added in the extension reaction,
the mass of the extended sequence will be different
(Supporting Information Table 4), and it will be detected in
the MALDI-TOF-MS.
Typer analyzer v4.0.2 software (Sequenom) identifies
the SNP-specific peaks according to their expected masses
and automatically assigns the genotype calls.
To handle, retrieve, transform, and analyze the genetic
data generated by the genotyping platform we have used
SNPator (http://www.snpator.com), which has been devel-
oped in the context of the CeGen (Spain’s National Geno-
typing Center), and INB (National Institute for
Bioinformatics)
2.6 Sequencing
All the mutations detected with the MassARRAY system
were confirmed by direct sequencing by using BigDyes
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).
Detection was performed in a 3730xl DNA analyzer (Applied
Biosystems) and analyzed by means of SeqScape v2.5
(Applied Biosystems).
3 Results
To evaluate the performance of the MassARRAY system
adapted to the LQTS mutation detection, several genotyping
rates were calculated. After the analysis of the 38 multiplex
reactions, we obtain a pass rate, defined as the percentage of
mutations included at the design in which we obtained the
results, of 95.24, 91.41 and 79% in KCNQ1, KCNH2, and
SCNA, respectively. Conversion rate, defined as the
percentage value of the number of mutations that were
added at the design and results could be obtained, was 87,
82, and 78% in KCNQ1, KCNH2, and SCNA, respectively.
The average of genotyped samples that is the quotient
between the total number of genotypes given and the total
number of genotypes expected in percentage, was called call
rate, and the values we have obtained were 93, 83, and 73%
in KCNQ1, KCNH2, and SCNA, respectively.
Although the same DNA concentration was used for all
the samples analyzed (2 mL of DNA concentrated at 20 ng/
mL for each assay), the quality of the results was directly
related to the origin and type of sample, getting the best
results for those samples collected in health facilities directly
from patients and sent for DNA extraction faster, and
getting the worst results in the samples collected from SIDS
cases, more prone to degradation.
Although results are generally worse for SCN5A study,
one possible explanation is that the number of samples
analyzed in this case is lower than in KCNQ1 and KCNH2,
and they have in general more reduced DNA quality than
the general healthy population analyzed for LQT1 and LQT2
genes and not included for the SCN5A test. In addition, the
number of samples recruited from deaths represents 18%
(17 samples from SIDS cases), which represents samples
with poorer quality yet.
A total of eight genetic variants were detected among
the analyzed samples (Table 2), three of them were relatively
Electrophoresis 2010, 31, 1648–16551652 C. Allegue et al.
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frequent variants, three of them were polymorphic rare
variants present only in one of the analyzed samples, and
the remaining two were previously described in the litera-
ture as causal mutations for LQTS. The eight genetic
variants detected were subsequently verified by direct
sequencing, confirming the accuracy of the platform. In
addition, KCNQ1 and KCNH2 exon sequencing was
performed in the 39 index cases diagnosed with LQTS
without specifying the subtype, checking the absence of all
genetic variants included in the MassARRAY platform.
LQT1 and LQT2 genetic variants were studied in 451
samples and none of the LQT1 ones were found to be
mutated, while in the case of LQT2 study, we found two
samples with two different genetic variants. One of the
genetic variants was described as a rare polymorphism in
the healthy population [20], the P347S which is not included
in the dbSNP database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
index.html) and whose analysis is given in Fig. 4; and the
other one was described as a causal mutation for LQTS, the
R328C [10, 21]. We have also detected the polymorphic
Table 2. Mutations found in this study
Gene Group of
samples







KCNH2 GHPa) P347S Missense Exon 5 1 ht 0.0012 [20]
KCNH2 GHP R328C Missense Exon 5 1 ht 0.0012 [10, 21]
KCNH2 All K897T Missense Exon 11 149 ht, 29 hm 0.2062 1805123 [22, 23]
BrS 4 ht 0.0690
SIDS 2 ht 0.0588
SCN5A LQTS IVS2as-24C>T Splicing Intron 2 1 ht 0.0114 41258344 [24]
SCN5A BrS R1512W Missense Exon 25 1 ht 0.0172 [24, 25]
SCN5A SIDS S1103Y Missense Exon 17 1 ht 0.0294 7626962 [26, 27]
SCN5A LQTS IVS24ds28C>T Splicing Intron 24 1 ht 0.0114 41312395 [24]
SCN5A All H558R Missense Exon 12 29 ht, 4 hm 0.0368 1805124 [23, 28, 29]
a) General healthy population.
b) ht, heterozygote and hm, homozygote.
c) Minor allele frequency.
d) dbSNP build 130 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db5 snp).
Figure 4. Detection of the
genetic variant P347S at
KCNH2. (A) MassARRAY clus-
ter plot. Plot of low mass
allele versus high mass allele
for chosen assay and data
type over all unique samples.
(B) MassARRAY spectrum.
Analyte signals, genotypes,
and mass range are shown
in color for the chosen genetic
variant. (C) Sequencing
results. Detection of the
P347S genetic variant by
sequencing. Forward and
reverse sequences are shown.
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variant K897T present in 35.6% of the samples as hetero-
zygote and in 6.9% of samples as homozygote.
LQT3 assays were run in 90 samples and they showed
the presence of 4 polymorphic variants and 1 mutation. Two
of the polymorphic variants showed significant frequencies
among the analyzed samples, IVS2as-24C>T (rs41258344)
was present as heterozygote in seven samples and H558R
appeared as heterozygote in 32.2% of samples and in 4.4%
as mutated homozygote. The remaining polymorphic
variant, IVS24ds28C>T (rs41312395), only appeared in one
sudden death sample and it seemed to be a rare variant
according to the dbSNP database.
4 Discussion
Sequenom MassARRAYs system based on semiautomated
MALDI-TOF-MS allows us to give a rapid and efficient
screening of the mutations described for the three main
genes associated in bibliography with LQTS andBrS. We can
detect heterozygous or homozygous mutations and SNP
associated with a worst prognosis of the disease by using
this technology with gain in time, labor, and cost efficiency
compared with the conventional methods.
The DNA quality and amount is many times a limiting
factor for genetic analysis, especially in sudden death-related
diseases, where the genetic screening has to be performed
postmortem, as it could be the case in many affected indivi-
duals of LQTS or BrS. In this study, in order to probe the
effectiveness of the genotyping strategy of BrS samples with
different qualities, three diverse groups of samples were
included, general healthy population recruited at the medical
center and sent to the laboratory for immediate DNA
extraction, LQTS and BrS patients collected along the Span-
ish geography and therefore a longer wait before the DNA
extraction, SCD samples collected at the time of autopsy and
finally paraffin-embedded sudden infant death samples,
which most of the time have been subjected to degradation by
passing a preliminary alcohol fixation. Call rates obtained
show a clear correlation with the quality of the sample
(Supporting Information Table 5), nevertheless our results
demonstrate that the selected genotyping strategy is optimum
for extreme samples, where quality and quantity of DNA is a
limiting factor. From our point of view, the fact that DNA
samples with a high level of degradation have reliable results
from the MassARRAY platform is because all tests are done
in amplicons of about 100 bp, thus decreasing the likelihood
to find such small fragments with broken DNA. Thus,
conventional sequencing strategies for the SIDS paraffin
samples failed in most of the cases, except sequences
performed in very short amplicons of around 100 bp.
Mutations detected on MassARRAY technology were
confirmed by direct sequencing and no inconsistencies were
found between the sequencing results and our strategy, so
we can assert that the sensitivity of the technology for
mutation detection is adequate. Moreover, not only positive
mutations were confirmed, in 39 of the analyzed samples
negative mutations were also confirmed, that is, the
nonpresence of genetic variants considered in the KCNQ1
and KCNH2 genes. As expected given the frequency of
mutations described in previous work on the genes studied
[10], direct sequencing of these two genes in 39 cases of
LQTS has enabled us to find genetic variants not yet
included in the diagnostic approach presented here but that
will be added in subsequent updates.
The design of multiplex reactions in Sequenom
MassARRAYs is flexible so new mutations can be added as
they are being described in bibliography, allowing to have a
really open platform for mutation detection in comparison
with other mutation technologies based on microarrays
which often do not allow the incorporation of new muta-
tions without affecting the previous designs.
In terms of speed, the strategy proposed represents a
significant time saving over conventional methods. A 384
position SpectroCHIPs is typically processed in 45–60min
and the results are automatically loaded into a database that
allows convenient data analysis. The total number of
mutations considered (433 mutations) here can be analyzed
in 48 h, while conventional methods are much more time
consuming. Study of the 433 mutations by direct sequen-
cing would entail to analyze 51 exons and therefore it would
entail to perform a close number of sequencing reactions
with the time and costs needed to carry out.
Forensic pathologists cannot find the cause of the death
in these potentially lethal channelopathies because they do
not leave evidence that can be found during a medico–legal
autopsy. Molecular autopsy might be used in such cases to
find the cause of the death, adding the genetic analysis to
the autopsy protocol [30].
In case of finding the disease causal mutation, patients
and relatives can receive rapid genetic counseling according to
the relative risk of the mutation found in each case, allowing
to implement when necessary a therapeutic treatment (for
example, pharmacological treatment with b-blockers or
Implantable cardioverter defibrillator-implantation).
To date, most genetic studies of LQTS continue to
describe a high proportion of new mutations, which usually
occur in single families, suggesting that saturation of
potential LQTS-associated variants has not yet been achieved
[3, 31]. Nevertheless, the more the mutations are being
described in the literature and in our own studies and the
more the mutations are being incorporated into our strategy,
the greater the accuracy of diagnostic strategy and the
number of patients who get genetically diagnosed in
reduced time.
This rapid mutation screening will allow us to predict in
the future the real risk of each individual according to the
positive mutation they are carriers of. Functional studies are
being developed, and informatic simulations can predict the
risk of the different mutations according to the damage
originated at the protein.
We have shown that the Sequenom MassARRAYs
system is a reliable, convenient, highly flexible, and cost-
efficient alternative to conventional methods for genetic
Electrophoresis 2010, 31, 1648–16551654 C. Allegue et al.
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diagnosis of cardiac arrhythmic diseases such as LQTS and
BrS. Nowadays, more than 800 mutations have been
described in KCNQ1, KCNH2 and SCN5A, which may be
embodied in our strategy, enabling an upgrade of the
version presented here, since flexibility of the system allows
us to update the assays whenever necessary.
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Supporting information 
Table 1: Number of samples analyzed for each test according to the diagnostic 












A 412    
B 39    
C 5    
D 17    
E 29    
Total 502 451 451 90 
 










KCNQ1 151 126 14 
KCNH2 149 128 15 
SCN5A 133 128 9 
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Table 4: Mass differences (Da) between the iPLEX products 
 
Terminator A C G T
A 0 -24 16 55.9 
C 24 0 40 79.9 
G -16 -40 0 39.9 
T -55.9 -79.9 -39.9 0 
 
 











KCNQ1 test 93.01 93.26 90.33  
KCNH2 test 83.35 84.40 72.14  













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3.  Bloque 3:

149
3.1.  Artículo 4: 3	#8	W69		\	§>
hypertrophic Cardiomyopathy.
Este artículo, publicado en Annals of Clinical & Laboratory Science, recoge el análisis 
genético llevado a cabo en un paciente italiano diagnosticado de MCH y de su familia formada por 
13 individuos. La detección de 658 variantes genéticas conocidas implicadas en el desarrollo MCH 
de se llevó a cabo mediante espectrometría de masas en la plataforma Sequenom MassARRAY®  
System. Además de la detección de variantes genéticas conocidas se llevó a cabo la secuencia-
ción directa de los principales genes sarcoméricos implicados en el desarrollo de MCH: MYBPC3, 
MYH7, TNNT2, TNNI3 y TPM1 en el caso índice de la familia. Mediante la secuenciación directa 














controles sanos de población general italiana.
	
							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Identification of a Novel MYBPC3 Gene Variant 
in a Patient with Hypertrophic Cardiomyopathy
Maria Brion,1,2 Catarina Allegue,2 Rocio Gil,2 Alejandro Blanco-Verea,1,2 Angel Carracedo,2  
Erika Pagannone,3 Anna Evangelista,4 Sara Di Castro,4 Simona Marchitti,4 Rosita Stanzione,4 
Massimo Volpe,3,4 and Speranza Rubattu3,4
1Hospital-University Complex of Santiago, Santiago de Compostela, Spain; 2Genomic Medicine Group, 
University of Santiago de Compostela, Ciberer, Spain; 3Department of Cardiology, IInd School of 
Medicine, University of Rome Sapienza, Ospedale S. Andrea, Rome, Italy; 4IRCCS Neuromed, Polo 
Molisano, University of Rome Sapienza, Pozzilli, Italy
Abstract. Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a genetic disorder characterized by cardiac hypertrophy 
caused by mutations in sarcomere protein genes. MYBPC3 mutations are reported as a frequent cause of 
HCM. We aimed to identify the gene mutation underlying HCM in an Italian patient and his family 
composed of 13 relatives. Mutation screening of 658 known mutations was performed using a rapid and 
efficient mutation detection system based on semiautomated MALDI-TOF mass spectrometry using the 
Sequenom MassArray System and iPLEX Gold genotyping chemistry. Subsequently, direct sequencing of 
the coding exons and flanking intronic regions was performed for the most suitable HCM genes (MYBPC3, 
MYH7, TNNT2, TNNI3, and TPM1) in the index patient. We found a novel MYBPC3 gene mutation: 
G13999T (Gln689His). No other sarcomere gene mutation was found in this family. This genetic variant, 
which changes the last amino acid of MYBPC3 exon 21, affects a highly conserved residue. Furthermore, 
the Gln689His does not appear in public databases and has never been described as a polymorphism. The 
potential pathogenic role of this novel mutation was underlined by its absence in a sample of healthy 
subjects (n = 122) from the general Italian population. In summary, a novel MYBPC3 gene mutation has 
been identified in a patient affected by HCM, whereas it was absent in 244 reference alleles. 
Keywords: cardiac hypertrophy, myosin binding protein C, gene mutation
Introduction
Familial hypertrophic cardiomyopathy (HCM), a 
monogenic disease with an autosomal dominant 
Mendelian pattern of inheritance, is due to mutant 
sarcomeric proteins: beta-myosin heavy chain 
(MYH7), cardiac troponin T (TNNT2), troponin 
I (TNNI3), cardiac alpha-actin (ACTC), alpha-
tropomyosin (TPM1), myosin binding protein C 
(MYBPC3), regulatory myosin light chain 
(MYL2), essential myosin light chain (MYL3), and 
titin (TTN) [1,2]. 
 Mutations of the MYBPC3 gene represent the 
most frequent cause of HCM. In particular, 
MYBPC3 mutations have generally been associated 
with a late onset, a relatively benign course, and a 
low disease penetrance [3-5]. However, this notion 
has been recently challenged by the observation 
that MYBPC3 gene mutations can be associated 
with advserse cardiac events such as progressive 
heart failure, stroke, and sudden death, even at a 
young age [6]. Novel MYPBC3 mutations have 
been reported in affected families from diverse 
populations [4,7] although the observation that a 
few of them can also be identified in normal 
reference alleles has diminished their potential 
pathogenic relevance.
Address correspondence to Speranza Rubattu, M.D., Dept of 
Cardiology, Ospedale Sant’Andrea, Via di Grottarossa 1039, 
Rome, Italy; tel 39 06 3377 5561; fax 39 06 3377 5061; 
e-mail: rubattu.speranza@neuromed.it.
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 Families affected by HCM show great 
variability in hypertrophic expressivity. In fact, 
presence of the responsible gene mutation may not 
necessarily be associated with the disease pheno-
type, or the clinical presentation can be very mild. 
This observation suggested the hypothesis that 
modifier genes contribute to the phenotypic 
expression of cardiac hypertrophy in HCM. 
Evidence of their existence has recently been 
obtained [8]. 
 Delineation of the genetic basis of HCM 
contributes to deeper understanding of the  patho-
genesis underlying cardiac hypertrophy and it may 
improve the diagnosis, prevention, and treatment. 
Here we report genetic screening performed in an 
affected Italian patient and his kindred, with the 
identification of a novel MYBPC3 gene mutation.
Materials and Methods
Study subjects and clinical characteristics. We identified a 48 
yr-old patient affected by HCM. The clinical manifestation of 
the disease started at the age of 37 yr with palpitations and 
dizziness. EKG monitoring revealed episodes of paroxysmal 
atrial fibrillation. Echocardiographic examination revealed 
increased ventricular septum thickness. Treatment with 
amiodarone and verapamil was started. At the time of his 
initial visit to our clinic (2006), the patient appeared in good 
clinical condition, asymptomatic, and without arrythmias on 
EKG monitoring. Echocardiographic examination performed 
by a standard procedure with a phased array sector scan 
(Acuson Sequoia) using a multifrequence probe at 2.5, 3.5, or 
5 MHz, revealed marked hypertrophy of IVS (23 mm), 
altered diastolic function with preserved systolic function (EF 
= 60%), and left atrium enlargement (50 mm). A pattern of 
nonobstructive HCM was diagnosed. A second visit, in 2009, 
did not show significant impairment of cardiac function. The 
patient was asymptomatic for the past two yr under regular 
medical treatment.
 The proband’s father had died at the age of 75 yr, being 
likely affected by HCM, based on information reported by 
relatives. The patient had three brothers (Table 2; Fig. 1, top): 
the oldest (56-yr-old) had echocardiographic evidence of 
concentric hypertrophy in the presence of untreated, mild 
arterial hypertension, assessed by standardized ambulatory 
blood pressure monitoring (ABPM); the second one (51-yr-
old) had evidence of concentric remodelling, being diagnosed 
as hypertensive by ABPM (without current antihypertensive 
treatment); the youngest (35-yr-old) had developed an 
increase of LV wall thickness during the past 3 yr in the 
absence of hypertension. Hypertension was also excluded in 
the proband. 
 There were seven young subjects in the last generation of 
the kindred: six females and one male. Six of them (all except 
one female) were clinically evaluated and underwent echo-
cardiographic examination. They were all in healthy clinical 
condition. None showed echocardiographic signs of HCM.
 To perform genetic screening, 5 ml of blood was 
obtained from each member of the family, with informed 
written consent. The study protocol was approved by the 
Institutional Review Board.
Mutation screening. DNA extraction was performed by a 
standard phenol/chloroform/isoamyl alcohol method. DNA 
quantification was performed using a NanoDrop ND-1000 
spectrophotometer. All family members were screened for 
known mutations located in coding or regulatory regions of 
MYH7 (GenBank accession number M57965.1), MYBPC3 
(U91629.1), TNNT2 (NM_001001430.1), TPM1 
(NG_007557.1), TNNI3 (X90780.1), MYL2 
(NG_007554.1), MYL3 (NG_007555.1), ACTC 
(NG_007553.1), TCAP (telethonin; NM_003673.2), CSRP3 
(lim domain protein; NM_003476), and TTN (AC023270.7). 
Mutation screening was performed by a rapid and efficient 
mutation detection system based on semiautomated MALDI-
TOF mass spectrometry using the Sequenom MassArray 
System and the iPLEX Gold genotyping chemistry. A total of 
658 mutations located in 16 genes were analysed as described 
by Brion et al [9]. Mutations were grouped in 31 multiplex 
reactions, analyzing between 10 and 24 mutations in each of 
them (Table 1). Mutations were selected based on both the 
available databases and the literature; a few mutations were 
described by a collaborating research group by direct 
sequencing and were personally communicated.
 PCR and single base extension primers were designed 
using MassARRAY assay design 3.1 software (Sequenom 
MassArray system) that allows iPLEX reactions for SBE 
designs with the modified masses associated with the 
termination mix. Manufacturer’s instructions for multiplexed 
reaction were followed in the whole process, including PCR 
amplication, shrimp alkaline phosphatase (SAP) enzyme 
treatment to dephosphorylate dNTPs unincorporated in the 
PCR, Single Base extension reaction using an iPLEX GOLD 
assay, and cleaning with a resin kit to desalt the iPLEX 
reaction products. PCR and SBE primers sequences as well as 
all protocol conditions are available upon request.
Table 1. Sarcomere gene mutations screened in the study 
subjects
Sarcomeric Mutations Other genes Mutations
 genes
MYH7 280 PRKAG2 4
MYBPC3 249 TCAP 3
TNNT2 45 GLA 1
TNNI3 35 MYO6 1
TPM1 14 MYLK2 1
MYL2 14  
MYL3 11  
ACTC 10  
TTN 10  
MYH6 6  
TNNC1 4  
Annals of Clinical & Laboratory Science, vol. 40, no. 3, 2010286
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 Reaction products were dispensed onto a 384-element 
SpectroCHIP bioarray using a MassARRAY Nanodispenser; 
mass differences were detected with MALDI-TOF MS 
(matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry). MassARRAY Workstation v.3.3 software 
was used to analyse the iPLEX SpectroCHIP bioarray. Typer 
Analyzer v.4.0.2 software was used to analyze all genotypes 
obtained with the various assays.
Sequencing. Based on negative results of mutation screening, 
and in an attempt to identify the possible disease-causing 
mutation in our HCM patient, we performed direct 
sequencing of the coding exons and flanking intronic regions 
of the most suitable HCM genes: MYBPC3, MYH7, 
TNNT2, TNNI3, and TPM1. To check for cosegregation 
with the disease of the newly detected genetic variant, the 
MYBPC3 exon 21 was also sequenced in the other family 
members. Healthy Italian individuals free from any history of 
cardiac diseases (122 volunteer donors who provided informed 
written consent) were also analysed for the new variant to see 
if it represented a polymorphism. Sequencing reactions were 
performed using BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing 
Kit (Applied Biosystems). Products were run on an ABI 3730 
sequencer analyser (Applied Biosystems) and analysed by 
means of Seq Scape v.2.5 (Applied Biosystems).
Results
Mutation analysis showed the presence of known 
polymorphisms in few family members, such as 
MYBPC3 IVS4-12 (rs11570050), and MYBPC3 
V158M (rs3729986) (Table 2). However, none of 
the screened mutations were found to be present. 
 By the subsequent sequencing analysis 
performed in the index patient, a missense genetic 
variant within MYBPC3 gene was identified: 
G13999T (Gln689His), reference sequence U91629 
(Fig. 1, B, bottom panel). No mutation was detected 
in the other genes. 
 Presence of the Gln689His variant was also 
assessed in two of the brothers, the second one (51 
yr-old) and the youngest one (35 yr-old), and also 
in two members from the last generation of the 
kindred (Table 2; Fig. 1, A, top panel). 
 The frequency of the variant in the general 
population was assessed through direct genetic 
screening of 122 healthy individuals from the 
general Italian population. All of them tested 
negative for the presence of this mutation.
Discussion
HCM families often show previously undescribed 
gene mutations. However, since the number of 
mutations is not infinite and high percentages of 
cases are found to carry known gene variants, we 
first decided to screen our family for known 
mutations. Based on the negative results of the first 
approach, we sequenced the most suitable HCM 
genes in the index patient. Thus, we found a novel 
MYBPC3 gene mutation. The variant identified in 
the index patient was also detected in a younger 
brother who had recently developed IVS 
hypertrophy. Another brother carrying the same 
mutation had a moderate degree of eccentric 
hypertrophy and was also affected by mild arterial 
hypertension. 
 The genetic variant identified within MYBPC3 
has not been previously described. It affects a 
highly conserved residue (the mutant G appears to 
be conserved in at least 21 eutherian mammals, 
from mice to humans). In particular, this variant 
changes the last amino acid of MYBPC3 exon 21, 
that could be involved in the RNA splicing process. 
In addition, the Gln689His mutation does not 
appear in public databases such as PubMed or 
Ensembl, and it has never been described as a 
polymorphism. The potential pathogenic role of 
this novel mutation is underlined by its absence in 
a sample of healthy subjects from the general Italian 
population.
 PolyPhen-Polymorphism Phenotyping (http://
genetics.bwh.harvard.edu/pph/), an automatic tool 
for predicting the possible impact of an amino acid 
substitution on the structure and function of a 
human protein, was applied to the Gln689His 
mutation. The prediction is based on straight-
forward empirical rules that are applied to the 
sequence, phylogenetic, and structural information 
characterizing the substitution. The Gln689His 
variant was predicted to be “possibly damaging.”
 This novel MYBPC3 mutation does not appear 
to induce an early form of the disease, since the 
signs of HCM became manifest between age 35 
and 40 yr in both family members, without any 
adverse events so far recorded. In addition, two 
young family members from the last generation 
also carried the mutation, but they did not show 
any echocardiographic evidence of HCM, most 
probably due to their youth (19 and 26 yr, 
respectively). We cannot exclude the possibility 
that the late onset of HCM in this family may also 
be due to the absence of other genetic alterations.
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Fig. 1. (A, top panel): Genealogical 
tree of the study kindred. Symbols: 
squares = males; circles = females; 
+ = carriers of the mutation; wt = 
wild type. The proband is indicated 
by an arrow. 
(B, bottom panel): Sequencing 
results showing the MYBPC3 gene 
variant.
Table 2. Clinical characteristics of the study subjects and relevant results of genetic screening for MYBPC3 gene variants.
 Code Sex Age (yr) HT MYBPC3 MYBPC3 MYBPC3 IVS PW RWT LVMI Cardiac
     G689H IVS4-12 V158M (6-11 mm) (6-11 mm) (<0.45) (g.m2) phenotype
 I-1* M 75         Unknown 
            
 I-2 F 81 - GG CC GG 10 9 0.43 85 
            Concentric
 II-1 M 56 + GG CC GG 13 11 0.48 122 hypertrophy
             
 III-1 F 29 - GG CC GG 8 8 0.34 77  
             
 III-2 F 27 - GG CC G 7 7 0.29 67  
            Concentric
 II-2 M 51 + GT CC AG 12 9 0.46 94 remodeling
             
 III-3 F 26 - GT CG AG 9 9 0.39 84  
             
 III-4 F 20 - GG CG GG 7 7 0.29 61  
             
 III-5 M 18 - GG CC GG 10 8 0.35 91  
             
 II-3 M 48 - GT CG AG 23 11 0.70 148 HCM 
             
 III-6 M 19 - GT CG AG 8 8 0.40 60  
            Concentric
 II-4 M 35 - GT CG AG 12 11 0.49 102 remodeling 
 *deceased.   HT = hypertension
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 The lack of a stringent relationship between 
carrier status of the disease mutation and presence 
of cardiac hypertrophy in our family, as documented 
by the 51-yr-old brother of the proband, confirms 
previous evidence of great variability in phenotypic 
expression of cardiac hypertrophy in HCM. This 
phenomenon has been related to the existence of 
modifier genes that may contribute to the develop-
ment of cardiac hypertrophy in the presence of the 
same causal mutation [8]. 
 In conclusion, we describe the presence of a 
novel MYBPC3 gene mutation in a patient affected 
by HCM, and in other family members. In contrast, 




This work was supported by a grant from the Italian 
Ministry of Health to MV and SR; by a grant from 
the Ingenious HyperCare European Program to 
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3.2.  Artículo 5: Genetic screening in Suden Cardiac Death related cases.
Este estudio incluye 106 muestras de individuos adultos entre los que encontramos unos 
afectos de MCH o SQTL y otros con síntomas cardíacos inexplicados, tales como síncope o muerte 
súbita recuperada y/o historia familiar de MSC. Las muestras fueron añadidas a la estrategia de 
detección de variantes adecuada a cada caso en particular en función de la historia clínica que se 
nos proporcionó.  Así, un total de 53 muestras se analizaron en la estrategia de MCH; 62 muestras 
se analizaron para KCNQ1; 63 para KCNH2 y 66 para SCN5A. En aquellas muestras incluidas 
en el estudio de SQTL en que no se detectó variante se llevó a cabo la secuenciación directa de 
KCNQ1 y KCNH2. Se detectaron un total de cinco variantes genéticas en la estrategia de detección 
de variantes en KCNQ1, KCNH2 y SCN5A (tres variantes en KCNH2 responsables de LQT2 y dos 
variantes en KCNQ1 responsables de LQT1). 
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Abstract
Genetic analysis in sudden cardiac death cases (SCD) helps not only to solve the  
problem of forensic pathology to determine the cause of death, but also helps 
preventing future deaths in families at risk. 
Considering cardiomyopathy and channelopathy are major causes of sudden 
cardiac death), using new genotyping technologies, this study has analyzed a 
wide spectrum of known mutations in key genes associated with hypertrophic 
cardiomyopathy (HCM),  long QT syndrome (LQTS) and Brugada syndrome 




Geneticists, forensic pathologists and medical doctors all of them share the 
necessity of finding the causes of the death in sudden death (SD) cases. The SD 
takes place suddenly and unexpectedly  (5-10% of the natural deaths are 
unexplained after comprehensive medico-legal investigation [1]). SD occurs 1 h 
from the start of the symptoms and 24 of being seen alive and well when the 
death is not witnessed. In most cases the cause and manner of these sudden 
deaths can be established after autopsy because cardiac abnormalities can be 
found. This sudden death is then named Sudden Cardiac Death (SCD).   
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Sudden cardiac death is one of the most common causes of death in developed 
countries with an incidence of 30-200/100000 people each year, although the 
true incidence continues being a challenge because of the inconsistence of an 
exact definition for SCD.  Coronary heart disease with different 
cardiomyopathies patterns is the most frequent cause of death in adult 
population[2, 3] whereas in people under 35 years old, other diseases have been 
associated, most of them have non ischemic nature[4] [5] Whoever, in case of  
young people, the cause of death cannot be explained neither after autopsy nor 
after laboratory tests in a large number of cases. The investigation of the causes 
of these unexpected deaths has become one of most important objective as it 
occurs in previously healthy young people in many cases.[6] Inherited heart 
diseases such as hypertrophic cardiomyopathy (HCM), arrhythmogenic right 
ventricular cardiomyopathy (ARVC) and primary electrical diseases such long 
QT syndrome (LQTS), Brugada syndrome (BrS) or catecholaminergic 
polymorphic ventricular tachycardia (CPVT), are the main cause of death in 
young adults with no previous clinical history. Although many different 
programs are being developed in clinical practice in general population and also 
in athletes, this screening programs, which were created to prevent SCD, have 
been a source of debate, even more in case of athletes SCD prevention [7, 8].  
Most often these inherited cardiac disorders give rise to lethal ventricular 
arrhythmias and show an autosomal dominant mode of inheritance, so the 
detection and preventing treatment in mutation carriers should be offered not 
only to patients but also to relatives with a family history of SCD. Early 
detection of disease and identifying risk factors for sudden death as it could be 
mutations with a worse prognosis could prevent recurrence of any fatal cardiac 
event in both, individuals diagnosed with one of these pathologies and their 
relatives 
Many studies have evaluated clinicopathological factors together with genetic 
analysis in order to identify a high proportion of probable causes of the deaths 
and to evaluate potential risks factors[9] [10] [11] [12]. 
Genetic screening of the genes described as implicated in the different 
pathologies may help to evaluate the diagnosis and prognosis of the disease in 
each case. In table 1 is briefly summarised the genetic basis of HCM and familial 
LQTS, the two heart diseases which can lead to SCD studied in most detail to 
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date. Specific genetic tests would proportionate new data to add to the diagnosis 
of patients and relatives in order to decide an adequate pharmacological therapy 
or surgery.
Our main objective in this study is trying to understand the genetic causes 
hidden behind SCD cases and the genetic analysis of the relatives of SCD victims 
in order to detect asymptomatic causative mutation carriers if possible that can 





Samples were recruited from several Institutes of Legal Medicine along Spain in 
case of deceased cases where the cause of the death could not be explained after 
autopsy and laboratory tests. Clinical cases were referred to our cardiogenetic 
laboratory from general practitioners or medical cardiologists who contacted 
with us from several Spanish hospitals. 
Our study included 106 individuals analysed, 69 of them index cases without 
relatives included in the study and the remaining 37 belonging to 12 families. 
Samples included in the study met at least one of the following conditions: 1) 
personal history of sudden cardiac death, including deceased individuals or 
individuals recovered after SCD event and 2) direct family history of sudden 
cardiac death. Figure 1 describes the total number on individuals analysed. 
Samples considered in category 1 include 37 deceased individuals with 
structural anomalies detected in the autopsy and with structurally normal 
hearts. Ten cases showed previous cardiac symptoms, 13 of them did not show 
any symptom and there is no information available of the remaining cases. 
Autopsy report was available in 35 of the cases, including 9 negative autopsies 
and 26 with some pathological finding.  
Twelve cases are individuals recovered after a sudden death event, 4 of them 
with previous cardiac symptoms and 8 of them with no warning signs. 
Among the 12 families collected, in 6 of them the index case was not available 
and only first degree relatives with none pathological history were studied. In 
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first degree relatives had pathological medical history, one case with HCM, two 
cases with LQTS and another case with syncope since childhood. Finally we 
consider other two families with the index case and some affected relatives. 
Autopsy reports, family history review and clinical history were collected if 
available. Circumstances of the victim at the moment in which the cardiac arrest 
took place where assessed not only in sudden cardiac death cases but also in 
aborted cardiac death events. 
Evaluation and diagnosis were developed by cardiologists and forensic scientist 
following the standard procedures in all cases. This study was developed 
according to the recommendations of the Declaration of Helsinki and approved 
by the local ethics committees of the participating institutions.  
Genetic Screening 
After appropriate counselling, genetic analysis was offered to participants, using 
DNA extracted from blood, frozen tissues or paraffin embedded material. 
A mutation screening strategy was developed by means of mass spectrometry in 
Sequenom MassARRAYTM genotyping platform (Sequenom Inc.), which 
allowed us to carry out an extensive genetic screening   in both SCD cases and 
also in relatives. Two different genetic approaches were performed HCM 
strategy and LQTS strategy (Table 1). 
Described mutations on HCM genes were analysed by means of the Massarray 
genotyping System of Sequenom. The genotyping strategy used is an upgrade of 
the one described by Brion et al [13], which currently includes 680 genetic 
variant in 16 genes associated with HCM. All the mutations detected with the 
genotyping platform were subsequently sequenced using BigDye® Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) and a 3730xl DNA analyser 
(Applied Biosystems). 
Long QT syndrome approach, described by Allegue et al (2010) was used for 
studying mutations on KCNQ1, KCNH2 and SCN5A genes. Additionally, exons 
and flanking intronic regions of KCNQ1 and KCNH2 genes (GeneBank: 
AF000571 and U04270 respectively) were analyzed by direct sequencing by 
using BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) and 
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a 3730xl DNA analyser in those samples in which no positive genetic variation 
was detected with the Sequenom MassARRAY® System .  
After an exhaustive revision of the clinical history, autopsy results and/or family 
history, each sample was added to the most suitable screening strategy. 
 
Results
We found out that most SCD index cases were males (71%), in most of them 
there is no information available about the circumstances of death, 9 of the 
cases occurred while sleeping or resting, and 15 of which occurred while 
performing some activity, either working, driving or during or after playing 
sports.  Table 2 summarise the SCD index cases characteristics.   
Most of the families showed primary electrical disease (73%), most of them 
familiar Long QT syndrome. As it can be shown in figure 1, among the 37 
deceased individuals 22 of them showed some structural findings in the heart at 
autopsy and 14 cases presented an structurally normal heart; while most of 
recovered SCD cases did not showed any pathological antecedent except four 
cases with LQTS. 
We present the results obtained from both genetic screening strategies, HCM 
and LQTS. Among the cases with none family members included in the study, 
five individuals showed a genetic variant with a possible photogenic effect, three 
in the LQTS genes and two in the HCM genes. Among the 12 families analysed, 
genetic variant was found in three of them.     
Table 3 includes the genetic variant with possible pathogenic effect detected in 
the samples recruited in this study. Five genetic variants were detected in the 
genes responsible of arrhythmogenic diseases, three in KCNH2 responsible of 
LQT type 2 and two in KCNQ1 responsible of LQT type 1. Three genetic variants 
were present in the most frequently mutated genes in HCM, MYBPC3 and 
MYH7, with two and one mutation respectively. 
Genetic variants detected in the LQT type 1 gene, are two missense mutations 
G325R and R366W, widely described in the literature ([14], [15], [16], [17] and 
[18], [19], [20], [21], respectively). G325R was found in a 19 years old man who 
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was found in a family were the index SCD case was not available, but we 
performed the analysis in 9 first degree relatives, 4 of them LQTS affected. 
Among tree genetic variants found in the LQT2 gene, two of them were 
previously described, H562R and P1093L. H562R mutation [22] was found in a 
male with a history of syncope at rest and a remarkably long QT leading to the 
diagnosis at age 20. His grandfather, who had recurrent syncope and was 
recovered from a sudden death at age 71 was also included in the study and was 
found to be carrier of the mutation detected P1093L ([22], [23]) was found in a 
young male with a history of deafness and syncope family. The C566G variant 
was found in an asymptomatic Long QT syndrome affected woman, with a sister 
also affected by LQTS with syncope history, and whose father died at age 30 in 
the bed because of an unknown cause. It has not been found any information 
about this mutation published in the literature or in any of the databases 
available online, but it has been described a mutation in the same aminoacidic 
position [24] resulting in a change of cysteine by serine, instead of cysteine by 
glycine as in the present case. The latest mutation in the gene KCNH2 was 
P1093L [22], [23] found in a young male with a family history of deafness and 
syncope. 
Genetic screening in HCM genes has reported three genetic variants. The 
M982T mutation in the MYH7 gene has been associated in the literature with 
increased left ventricular wall thickness and familiar history of SCD [25]; in the 
present study the mutation was detected in a 22 years old man  died suddenly, 
with none personal or family history, in which the autopsy report found only a 
slight dilatation of the cavities. The widely described K814del in the MYBPC3 
gene [26], [27],[28] was found in a 23 years old man who died suddenly while 
playing football. His medical history showed no associated medical record, but 
the autopsy report was coincident with HCM. Finally, the P910T variant, also in 
the MYBPC3 gene, was found in a 33 years old man subjected to beta blocker 
therapy because of suffering syncopal episodes since childhood with a family 
history of two brothers who died suddenly at the age of 8 and 14 years. 
However, when parents without any personal medical record were included in 
the study, also found that the mother was a carrier of this variant. This change, 
P910T has been reported twice in HCM patients with additional mutations, so 
its implication as a disease causal mutation remain unknown ([29], [30]). 
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Discussion 
It has been described nearly half of young SCD victims from 1 to 35 years of age, 
there are no obvious  warning signs and sudden death often occurs as a first 
symptom without notice [31]. With recent advances in molecular biology, it has 
become apparent that a proportion of these deaths are due to mutations in 
genes leading to inherited cardiac diseases that may lead to sudden cardiac 
death [32]. 
Clinical and autopsy reports are useful to guide the genetic screening in each 
SCD case and/or in relatives.  Many studies had highly demonstrated that 
genetic and clinical screening of SCD first and second degree case relatives, even 
in asymptomatic ones, are useful in preventive treatment and diagnosis or 
prognosis [9, 10, 12, 33].  
Genetic screening allowed us to unmask the underlying genetic variation 
implicated in the inherited disease possible responsible of the sudden death 
event in 4 of the 49 SCD cases considered. Unfortunately family member were 
not available to perform genetic screening in three of the cases and only in one 
of them, a relative also affected by LQTS was included in the examination 
resulting also to be a carrier of the mutation. 





 but not themselves. It is worth mentioning that among these 
individuals approximately 53% had some personal cardiac medical history and 
among these about 27% were carriers of a mutation, all of them in the ion 
channel cardiac genes (Figure 1). 
Previous studies such us Tan et al 2005 [10] described the importance of 
cardiological and genetic examination in surviving first and second degree 
relatives to increase the likelihood of establishing familiar diagnosis, specially in 
families in which at least 2 SCD cases took place at age <40 years old. Behr et al 
[12] described that first degree syncope was the only significant predictor they 
found useful for diagnosis.  
Gimeno et al [34] found  statistical association between male sex and sudden 
death and exercise related sudden death was associated with young age. They 
also described greater association between sudden deaths during exercise-
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study the proportion of men who suffered SCD events was higher than in 
women. 
Genetic screening increased the diagnostic yield in many cases in which clinical 
proofs or autopsy were not conclusive and also help us to detect 
presymptomatic relatives who are carriers of the genetic variation detected. 
SCD remains being a major health problem despite the progress made in the 
mechanisms, risk factors and clinical and pharmacological management 
Christiaans et al [35] carried out an in-depth literature review of the clinical risk 
markers in hypertrophic cardiomyopathy. Literature, as recommended 
international guidelines, supports the use of six major risk factors: previous 
cardiac arrest or sustained ventricular tachycardia, non-sustained ventricular 
tachycardia, extreme left ventricular hypertrophy, unexplained syncope, 
abnormal blood pressure response and family history of sudden death to 
establish risk stratification of SCD. They propose the addition of left ventricular 
outflow tract obstruction as it seemed to be associated to a higher risk of SCD. 
Data presented here shows as we get more precisely of diagnose each of the 
hereditary diseases in the clinic and get precisely the sort of cases of sudden 
cardiac death, ruling out possible causes, such as myocarditis or congenital 
anomalies among others, genetic screening in in young adults died suddenly 
and their relatives, is becoming an increasingly feasible study. In addition, the 
progressive technological development we are experiencing at the present time, 
seems to indicate that the available genotyping strategies will help in the near 
future more extensive studies and lower costs [36]. 
Our genetic screening provides a fast genetic variant detection which contribute 
to the SCD risk stratification in each case and helps to establish a diagnosis or 
prognosis and consequently to decide the most suitable pharmacological or 
surgery treatment in patients and/or genetic variation carriers relatives. 
Asymptomatic patients who carry a genetic variation can benefit from a 
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Figure 1. Flow diagram describing the probands and relatives included in the 
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Table 2. SCD index cases characteristics. 
Total SCD cases 49 
- Autopsy cases 
- Aborted cases 
37 (75.5%) 
12 (24.5%) 
Males 35 (71.4%) 
Mode of death:  
- At rest 


























































































































































































































































































































































































































































3.3.  Artículo 6: Sarcomeric gene mutations in sudden infant death syndrome 
(SIDS). 
En el individuo adulto, la MSC puede tener lugar sin que haya una manifestación fenotípica 





























estudiamos  344 casos en los que el informe de autopsia concluye que se trata de individuos falle-
cidos por SMSL. Se analizaron 680 variantes genéticas en la estrategia de detección diseñada que 
desarrollamos en la plataforma de genotipado de alto rendimiento. Se detectaron un total de 13 
















Este estudio señala la posible implicación de la MCH en los casos de muerte súbita del 
lactante y, por tanto, resalta la necesidad de la aplicación del estudio genético de genes sarcomé-
ricos y genes implicados en el desarrollo de la MSC en el adulto en los casos de SMSL. 
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In developed countries, sudden infant death represents the most prevalent 
cause of death in children between one month and one year on life. 
Epidemiological studies have described several environmental factors related 
with the syndrome as lay in their side or face-down or tobacco exposure; 
however all of them agreed that deaths result from the complex interaction of 
inherited endogenous characters and exogenous factors. 
Until now, most of the genetic studies of this infant syndrome have 
established the premise of a different genetic background to the sudden 
cardiac death in the adult. Based on the absence of heart morphologically 
structural changes in the SIDS autopsies, the first search of genetic factors 
have been focused in arrythmogenic disease.  
In this work, due to the prompt death of the infants and due to the lack of time 
of developing a consequent hypertrophy, we have asked about the possibility 
of SIDS cases been carriers of HCM mutations responsible for sudden cardiac 
death in the adult. In order to through some light on this question we have 










In agreement with the internationally controversial and worldwide recognised 
definition of the sudden infant death syndrome (SIDS) - Definition of San 
Diego [1], the syndrome affects only children under one year of age who died 
suddenly and unexpectedly, in which  the start of the fatal event  is associated 
with sleeping  and  after a thorough investigation of the case, including the 
autopsy and medical history, no  explanation of the death can be found. 
Despite the reduction in the number of infant deaths in recent years, SIDS 
remains the leading cause of death in children between one month and one 
year of age. Japan and the Netherlands have the highest rates with 0.09 and 
0.1 cases every 1000 births, respectively. US shows intermediate values with 
0.57 cases/1000 births, while in Spain and UK the estimated rates are a bit 
smaller, 0.5 and 0.41 cases/1000 births, respectively.   
For the lifetime of children, the incidence of sudden infant death is more 
limited in the early months of life, increases from second to fourth month and 
then descends again, so that 90% of cases occur in the first 6 months of life. In 
epidemiological terms, gender differences have been found, with a higher 
incidence in males than in females (60:40 ratio), as well as comparative ethnic 
differences have been observed  [2]. 
The aetiology of sudden infant death is still unknown; several theories have 
been proposed along the time among which we can highlight the 
cardiovascular dysfunctions, as viral myocarditis or conduction system 
defects, but so far it is not known how much the genetic background and how 
much the environmental factors influence. 
Genetic studies until now, have been basically focused in candidate genes 
search of 5 major categories [3]: Ion channels genes [4] [5]  [6] [7]  Serotonin 
neurotransmitter transporter gene (5-HTT) [8]; genes related to the early 
embryology of the autonomic nervous system [9]; nicotine metabolizing 
enzyme genes [10]; and inflammation regulatory, energy production genes, 
hypoglycemy and thermoregulator genes [11]  [12],   [13]. 
Although cardiomyopathies are the most important cause of sudden cardiac 
death in adults older than 35 years [14] , very few cases of SIDS were studied 
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for these pathologies. Therefore, bearing this in mind, our idea was to study 
the most prevalent genes in HCM, in SIDS cases, with the main goal of 
answering the question of how many cases of sudden infant death can be 
explained by means of mutations detected  in HCM genes, despite finding 






All autopsies were performed in compliance with the COE standards strictly 
following the standard procedure for sudden infant death cases, which are in 
agreement with the “European guidelines for medico-legal autopsies” [15]  the 
“International standardised autopsy protocol” (ISAP; [16]) of the “Global 
strategy Task force of SIDS International”. 
Autopsies were performed in the Institute of Legal Medicine of Zurich 
(Switzerland) and the Institute of Forensic Medicine of the University of Bonn 
(Germany). A total of 344 cases were recruited after a thorough external and 
internal examination, including X-rays investigation and histological, 
toxicological and microbiologic studies. 
The study protocol was reviewed and approved by the regional ethical 
committee, to conform the principles outlined in the Declaration of Helsinki 
for human study (1997). Informed consents were obtained from the closest 














DNA was extracted from paraffin embedded cardiac tissue samples from the 
myocardium, the liver, the spleen, the thymus  and the pancreas following a 
house made protocol, using phenol/chloroform.  
For analysing HCM mutations we have developed a rapid and efficient 
mutation detection system based on semiautomated MALDI-TOF mass 
spectrometry using the Sequenom MassARRAY® System and the iPLEX Gold 
genotyping chemistry (Sequenom, Inc.). In the Iplex assay the DNA is 
previously amplified in multiplex reactions up to 40-plex level and the 
discrimination reaction is based in a MassEXTEND primer extension. This 
SBE reaction in based upon the annealing of a MassEXTEND primer adjacent 
to the mutation, which will be extended through the polymorphic site, 
generating allele-specific primer extension products that are 1 base longer. 
The extended product are dispensed over the spechtrochip, and transferred to 
the spectroreader, where the resultant mass of the primer extension product is 
then analyzed through the application of MALDITOF-MS (matrix-assisted 
laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry), and used to 
determine the sequence of the nucleotides at the polymorphic site. 
In our strategy 44 multiplex reactions were designed with the MassARRAY 
assay design 3.1 software for analysing 688 genetic variants (eight genetic 
variants are duplicated) located in 16 genes (Table 1).  Mutations were selected 
from the available databases or from the literature. 
All positive mutations were confirmed by sequencing using a BigDye 
Terminator Cycle Sequencing v3.1 kit (Applied Biosystems). Detection was 
performed in a 3730xl DNA analyser (Applied Biosystems) and analysed by 










According to the San Diego recommendations [1], 286 of the 344 cases (83%) 
were classified as SIDS of category I and II, so no pathological findings appear 
at the autopsy or  they are not sufficient to cause death (e.g. infections of the 
respiratory system). The remaining 58 cases were classified as not classified 
infant deaths, deceased children under 1year of age with probably defined 
causes of death.   
DNA extraction and molecular analysis from paraffin embedded tissues is 
always a problem in terms of effectiveness and reproducibility of results, since 
most of the times they have been subjected to degradation by passing a 
preliminary alcohol fixation for undefined time. Even so, the results obtained 
in this study are quite satisfactory, with a genotyping call rate of 86.97%%. 
Among the 344 samples analysed only three of them showed genotypes for 
less than 50% of the genetic variants and 55 for less than 80% of them. Among 
the 688 genetic variants analysed 9 of them did not produce any result. 
Forteen subjects showed mutated alleles at 12 of the genetic variants analysed 
in the genotyping platform (Table 2), two of the genetic variants were present 
in two samples. Direct sequencing performed to check the possible mutations 
found with the MassArray system allowed to detect one additional novel 
genetic variant. Interestingly the most frequently mutated gene has been the 
MYBPC3, where nine genetic variants were found, one of which has appeared 
in two of the cases studied.  
To hypothesize about the possible functional impact of missense variants, in 
silico predictions were performed using PolyPhen 
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/). In table 2 classifications according 
to the scores obtained are shown. 
To support the hypothesis of the involvement of mutations associated with 
HCM in SIDS deaths, a list of references found in the literature related to the 
observations described in this study is presented below. Notably, to date, there 
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MYBPC3 genetic variants 
E1179K variant was found in a 4 weeks old female found death at bed with a 
subepicardial, subpleural and thymus petechiae, with a macroscopically 
normal heart and with no pre-existing diseases.  This genetic variant was 
previously described in a family with 2 HCM diagnosed mutation carriers and 
two healthy mutation carriers at the age of 29 and 32 [17].  Therefore, the 
pathogenicity of this mutation remains uncertain pending of further findings 
such as new affected mutation carriers and absence in unrelated healthy 
controls, or subsequent functional studies. 
The S217G variant was found in two unrelated cases, the first one is a 5 month 
old male found dead sleeping on the back, and diagnosed of an upper 
respiratory tract infection some days ago, whose autopsy findings showed 
some mucus in the middle ear, bronchitis, subpleural petechiae and a heart 
microscopically normal. The second did not show pathological findings at all.   
This variant, has been described with another missense mutation R453C in 
the MYH7 gene, in a cardiomyopathy diagnosed girl who experienced a 
cardiac arrest at the age 19 years [18]. The MYH7 variant was inherited from 
her effected father and the S217G variant from her phenotypically normal 
mother. 
Variant A833T  found in a case of SIDS category II, was previously classified 
as variant of uncertain effect (Cardiogenomics), because on one hand, 
although Morner et al. [19] found the variant in affected cases of HCM they 
also found the mutated allele in one of 100 healthy controls on the other hand, 
although other authors have ruled out their presence in healthy controls, the 
variant has been described in patients with HCM but always in combination 
with another mutation in this same gene or Troponin T gene [20] [21] .  
The change P910T has been reported twice in patients with other additional 
mutation,  in one case with the E258K mutation also in the MYBPC3 gene  
([22] and another case with variant D145E TNNC1 previously reported in a 
male index case with a family history of HCM [23]. 
Olivotto et al [22]  also described the D610H variant in one HCM patient 
among 203 studied, but they do not specify any clinical or phenotypic data 
associated.  
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I1131T was previously described [21] [20] [24] , however, its pathogenicity 
remains uncertain because its presence was described in patients with another 
causal mutation detected. 
Richard et al [25] describe the A1194T genetic variant in one patient of his 
cohort (197 cases in total between familial and sporadic HCM cases) and they 
excluded its presence in 200 control subjects. 
The missense E907K mutation at MYBPC3 was considered novel, since it was 
neither found in the large MYBPC3 mutation list of the "Cardiogenomics" 
database (http://genetics.med.harvard.edu), nor in the SNP database dbSNP 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) nor in the literature. Their 
causal role on the SIDS or in cardiomyopathies was underscored by its 
absence in 100 control individuals with normal cardiac function. 
In addition to these putative damaging genetic variants reported in MYBPC3 
gene, seven subjects showed the V896M polymorphic variant (rs35078470) 
and one case the R326Q variant (rs34580776) considered as a polymorphism 
in de dbSNP database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) and classified with 
uncertain effect in the published studies [26] [27] [28]  [29].   
 
MYH6 genetic variants 
A 3 months old male found death in his bed, with a microscopically normal 
heart and a purulent infection of the middle ear found in the autopsy, 
presented the A1004S variant at MYH6 gene. The variant was described by 
Carniel et al.  [30]  in a MCD diagnosed case resulting in heart failure at 59 
year old.  They also excluded its presence in at least 300 normal population 
controls.  Recently, Hershberger et al. [23] reported this variation in three 
individuals, one with idiopathic DCM and two with familial DCM. They 
propose this mutation as a probable cause of DCM  
 
TNNT2 genetic variants 
Morita et al [31] in their genetic study related to  increased Left Ventricular 
Wall Thickness, reported the A28V variant at TNNT2 as a putative associated 
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potentially causing increased LVWT the A28V was the only  do not altering 
residues highly conserved during the course of evolution.  
Four additional subjects showed the K253R genetic variant (rs3730238) at 
TNNT2 gene, previously considered as a polymorphism by several authors 
[32] [19] 
 
TNNI3 genetic variants 
A 7 months old male found dead with his face under a blanket, with some 
subepicardial haemorrhages, thymus petechiae and  unremarkable heart 
conditions, was found to show the S166F variant at TNNI3 gene (Figure 1). 
This variant has been previously described as a HCM-causing mutation [33]   
[34] .  
 
MYL2 genetic variants 
 
The A13T variant detected in the gene encoding the myosin regulatory light 
chain was described to have a rare cardiac phenotype that involved massive 
hypertrophy of the cardiac papillary muscles and adjacent ventricular tissue 
causing a mid-cavity obstruction [35], and it was also associated with familiar 
hypertrophic cardiomyopaty [36]. 
 
GLA genetic variants 
 
A boy and a girl died suddenly presented D313Y variant in the alpha 
galactosidase gene associated to Fabry disease, which is a rare X-linked 
lysosomal storage disorder associated with increased risk of stroke in young 
adults [37]. In screenings of Fabry disease among patients with idiopathic left 
ventricular hypertrophy, mutation D313Y was regarded as either pathogenic 
[38]  [31] or non pathogenic [39], and recently Baptista et al [40] found the 
mutation in 5 affected patients with ischemic stroke and excluded its presence 





Sudden death is a devastating complication of a number of cardiovascular 
diseases. In the young, sudden death is frequently caused by an underlying 
genetic heart disorder. 
Research into understanding the genetic basis of sudden cardiac death, 
investigating the molecular mechanisms that lead from the gene defect to the 
clinical phenotype and elucidating the specific molecular and environmental 
triggers for sudden cardiac death will most likely lead to improvements in the 
management and prevention of sudden cardiac death in the young [41].  
There is no doubt, that genetic cardiomyopathies play an important role in 
sudden cardiac deaths [42, 43], however, in infants because histopathological 
findings are essential to find out cases, up to now the frequency of HCM 
misdiagnosed as sudden infant death syndrome remains unknown.  This study 
tried to unmask some of these cases and propose the HCM as one of the 
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Table 1. Analysed genes and mutations 
  
Sarcomeric Protein Gene Locus Analysed Mutations  
° -myosin heavy chain MYH7 14q11.2–q12 279  
cardiac myosin-binding protein C MYBPC3 11p11.2 249  
regulatory myosin light chain MYL2 12q23-q24.3 14  
essential myosin light chain MYL3 3p21.2-p21.3 6 
cardiac troponin T TNNT2 1q32 43  
cardiac troponin I TNNI3 19p13.4 35  
troponin C TNNC1 3p21.1 4  
«-tropomyosin TPM1 15q22.1 14  
«-cardiac actin ACTC 15q14 10  
titin TTN 2q31 10  
« -myosin heavy chain MYH6 14q11.2-q12 6  
Other protein    
AMP-acticated protein kinase PRKAG2 7q35-q36.36 4  
telethonin TCAP 17q12-q21.1 3  
«-galactosidase A GLA Xq22 1  
myosin VI MYO6 6q13 1  
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Table 2. HCM mutations found in SIDS cases 
 




2 GLA D313Y G>T possibly damaging 
2 MYBPC3 S217G  A>G possibly damaging 
1 MYBPC3 D610H  G>C possibly damaging 
1 MYBPC3 A833T G>A benign 
1 MYBPC3 E907K* G>A possibly damaging 
1 MYBPC3 P910T  C>A benign 
1 MYBPC3 I1131T T>C possibly damaging 
1 MYBPC3 E1179K   G>A benign 
1 MYBPC3 A1194T G>A benign 
1 MYH6 A1004S G>T benign 
1 MYL2 A13T G>A benign 
1 TNNI3 S166F C>T probably damaging 









Figure 1. S166F variant in the gene for cardiac troponin I (TNNI3). 
(A) Genetic variant analyzed with the Typer v4.0.2. software in the MassArray 










En las enfermedades cardíacas los factores genéticos juegan un papel importante. Son 
responsables no sólo de malformaciones en vasos sanguíneos y en el corazón, que suponen la 
mayoría de defectos al nacer, sino también de patologías cardiovasculares familiares, por tanto 
hereditarias, tales como las miocardiopatías o las canalopatías. Se han asociado además a feno-
tipos complejos no familiares como la aterosclerosis o la hipertensión.
El estudio genético de las patologías implicadas en el desarrollo de un evento tan dramático 
como el de la muerte súbita cardíaca, que tiene lugar de forma repentina en individuos aparente-
mente sanos y en un número elevado de jóvenes, es de gran utilidad para el diagnóstico de estas 
patologías, de gran heterogeneidad fenotípica y genotípica, así como para evaluar su pronóstico y 
aportar criterios para la elección del tratamiento farmacológico o quirúrgico más adecuado. Estos 










colaboración estrecha entre la investigación básica y el diagnóstico clínico (historia clínica, ante-
cedentes personales) para el entendimiento de las correlaciones fenotipo-genotipo. Es preciso 







típica-genotípica clara. Se sabe que los individuos portadores de múltiples mutaciones presentan 
un peor pronóstico por lo que es necesario un mayor seguimiento de la evolución de la patología. 
La predisposición de este grupo de pacientes a la muerte súbita es elevada, especialmente en los 
pacientes con MCH con más de una mutación ya que aumenta la predisposición a taquiarritmias 
ventriculares.
Desde el punto de vista forense, sería plausible la creación de un protocolo estandarizado 
de autopsia que permita una mejor caracterización de la posible causa de muerte y ayude a guiar 
el estudio genético posterior.
El entendimiento de las bases genéticas de las patologías implicadas en MSC, de gran 



















Pese a que, hasta el momento, resulta complicada la aplicación de las tecnologías de la 
biología molecular a la rutina clínica, el avance de la tecnología permitirá que el diagnóstico mole-
cular aporte un dato fundamental en el diagnóstico clínico que ayude a diseñar la estrategia tera-
péutica más adecuada a cada caso concreto. Los estudios genéticos se llevan a cabo en periodos 
de tiempo cada vez más breves gracias a la aplicación de estas tecnologías de biología molecular, 
que permiten además, reducir los costes de dichas pruebas con respecto a los estudios genéticos 
tradicionales. 
Es necesaria la creación de bases de datos informatizadas de acceso público con informa-
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ción sobre las bases moleculares que subyacen en las patologías implicadas en el desarrollo de la 
MSC.  Éstas pueden ser una realidad gracias a la aplicación de las estrategias de NGS a la MSC. 
Estas bases de datos, unidas a la historia familiar y el fenotipo de cada individuo, permitirán 
establecer una mejor correlación entre el genotipo y el fenotipo de los individuos afectos así como 
conocer el riesgo potencial de los familiares portadores de variantes genéticas, incluso en porta-
dores asintomáticos.
 Para establecer el diagnóstico molecular de las enfermedades hereditarias implicadas en 
la MSC resulta urgente la creación de grupos de expertos en genética en cada una de  éstas. En un 





modo de herencia de la misma. Los resultados del estudio genético en el individuo afecto serán 
de gran utilidad también para los familiares en los que se podrán estudiar las variantes genéticas 
detectadas. Estos estudios en familiares darán idea de la penetrancia de las variantes genéticas 






sión del genotipo y, por otro, la diversidad de fenotipos que se pueden encontrar en individuos 
portadores de una misma variante.
Las estrategias que hemos desarrollado  para el estudio de variantes genéticas descritas 
permite la obtención de datos  en un breve periodo de tiempo: una primera estrategia para 
detección variantes descritas como implicadas en el desarrollo de MCH y una segunda estra-
tegia diseñada para el estudio de variantes genéticas en el SQTL. Ambas estrategias se llevan a 
cabo mediante la plataforma de alto rendimiento de genotipado Sequenom MassARRAY® System 
(Sequenom) que, basado en espectrometría de masas, permite el estudio de múltiples variantes en 
un mismo ensayo, con química Iplex. La tecnología Iplex de Sequenom permite, mediante reac-
ciones multiplex, la detección no sólo de sustituciones de un única base sino también de inser-
ciones, deleciones y sustituciones, una limitación de muchas de las tecnologías de genotipado hoy 
disponibles. Dicha tecnología permite el genotipado de un alto número de muestras en un tiempo 
reducido.
En cuanto a la muerte súbita en neonatos, la etiología del SMSL supone un reto tanto para 
pediatras como para médicos forenses por tratarse de un síndrome sin síntomas previos y con 
autopsia blanca. Algunas de las cuestiones que se plantean en torno a este síndrome son si la 
muerte del neonato pudo predecirse y si existe algún factor genético implicado que pueda deter-
minar que el SMSL pueda volver a ocurrir en hermanos o familiares de la víctima y, por tanto, sea 
necesario el estudio y asesoramiento genético de los padres. Como hemos visto, la incidencia del 
SMSL se redujo al variar ciertos factores ambientales como, por ejemplo, la posición supina del 
neonato durante el sueño [184]. Esta campaña no obtuvo el mismo impacto en diferentes países 
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tabaco puede desencadenar respuestas intrínsecas en bebés vulnerables.
Se ha propuesto la posibilidad del  estudio genético de los genes implicados en la MSC 



















MSC. Las posibles aplicaciones del avance en el conocimiento de las bases genéticas de estas pato-
logías, unido al avance de la tecnología, son a día de hoy difíciles de prever. Sin duda, proporcio-
201
narán estrategias de estudio genético rápido y a bajo coste comparado con el que supone hoy en 
día el diagnóstico mediante examen clínico exhaustivo.
El estudio genético de la MSC está íntimamente ligado a los factores psico-sociales.  Debemos 
tener presente que los factores éticos deben ser tratados  y discutidos. Múltiples circunstancias 
de la vida de los afectos pueden verse juzgadas y deben ser por tanto reguladas. Alguno de estos 
ejemplos, que dependen de los diferentes sistemas de salud de los países, son la información acce-
sible para los seguros de vida, la contracepción o los riesgos de la madre y el feto si la madre esta 
afecta de alguna de las patologías que dan lugar a MSC, así como el diagnóstico prenatal entre 
otros. Estos problemas de salud y su implicación psico-social deben ser tratados en comités éticos 







1. La muerte súbita cardíaca es una de las principales causas de muerte en países desarrolla-
dos. La mayoría de los casos se deben a cardiopatía isquémica; sin embargo, las principales 
causas de muerte súbita en adultos jóvenes menores de 40 años son enfermedades cardio-
vasculares hereditarias.
2. Las enfermedades cardiovasculares hereditarias responsables de la MSC incluyen miocar-
diopatías estructurales como la MCH o la MAVD y enfermedades arritmogénicas como el 
SQTL o el SBr. El estudio genético de estas patologías resulta complicado ya que todas ellas 
son enfermedades genéticamente heterogéneas, con multitud de genes y variantes genéti-
cas implicadas.
3. El estudio exhaustivo post mórtem en los casos de MSC que incluya el estudio genético es 
de vital importancia no sólo para determinar la causa real de la muerte sino también para 
valorar el posible riesgo de la familia a sufrir un evento similar.
4. El empleo de las nuevas tecnologías de genotipado para la detección de mutaciones cono-
cidas, posibilita un estudio rápido, efectivo y de bajo coste. Los nuevos arrays de resecuen-
ciación y, especialmente, las técnicas de secuenciación de nueva generación -que permiten 
tanto la detección de variantes conocidas como la búsqueda de nuevas variantes- supon-
drán un gran avance en el conocimiento.
5. La búsqueda de nuevos genes implicados en la MSC a través de estudios de asociación 
a gran escala (GWAS) o a través de secuenciación de exomas completos, permitirán pro-
fundizar en el conocimiento de las bases genéticas y, por tanto, permitirán un diagnóstico 
genético más preciso.
6. La detección de variantes genéticas asociadas a la MCH y al SQTL por medio de la platafor-
ma de genotipado MassArray de Sequenom, es una estrategia robusta que agiliza y reduce 









implicadas en el la MSC. 
7. La estrategia de detección de mutaciones seleccionada ha demostrado ser de gran utilidad 
















las nuevas variantes genéticas que están siendo descritas constantemente. 
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podría ser la responsable de la MCH en dicha familia. La ausencia de la variante en 244 ale-
los de referencia y la predicción in silico como }	!~	apoyan la posible 
















sumado al gran número de genes y de variantes genéticas a estudiar, hacen de los modelos 
informáticos de predicción de la patogenicidad una herramienta orientativa útil.
11. De acuerdo con publicaciones previas, nuestro estudio demuestra una mayor frecuencia de 
MSC en varones jóvenes que en mujeres, evento que ocurre, en gran parte de los casos, sin 
ningún síntoma premonitorio.











13. A pesar de la ausencia de trastornos estructurales en las autopsias practicadas en los casos 
de SMSL, el estudio de mutaciones conocidas de MCH ha demostrado la presencia de algu-
nas variantes genéticas previamente descritas en la literatura como responsables de MCH. 

















la comprensión de dicho hallazgo, pero abre nuevas puertas al conocimiento de las bases 










y Síndrome de QT Largo.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO  
“ESTUDIO GENÉTICO DE LA MUERTE SÚBITA CARDIACA 
Se le está pidiendo que participe en una investigación sobre la causa genética de la  
Muerte súbita cardiaca. Su participación es totalmente voluntaria. Por favor, lea 
detenidamente la información que sigue y haga cualquier pregunta que desee aclarar 
antes de aceptar la participación. 
OBJETIVO DE LA INVESTIGACIÓN: 
La muerte súbita cardiaca supone la muerte de aproximadamente 335.000 adultos cada 
año en Estados Unidos y 100.000 en el Reino Unido. En España muestra una incidencia 
baja, sobre 40/100,000 por año, pero aun así representa un 10% de las muertes totales. 
En población inferior a 35 años la mayoría son causadas por cardiomiopatías y arritmias 
hereditarias. 
Se estima que aproximadamente en un 4% de las muertes súbitas en Europa no se puede 
identificar una causa tras la reacción fatal, y en la gran mayoría existe una base genética. 
Cuando la muerte súbita cardiaca ocurre de forma inesperada los familiares cercanos 
poseen un riesgo potencial de alguna reacción cardiaca fatal. 
En este estudio planeamos estudiar el componente genético de la muerte súbita cardiaca, 
analizando genes que ya previamente en la literatura fueron descritos con alguna 
asociación, como son los genes de la miocardiopatía hipertrófica (MCH), genes del 
Síndrome de QT largo (SQTL) y Brugada (SBr), y genes de la displasia/miocardiopatía 
arritmogénica de ventrículo derecho (D/MAVD). 
En aquellas familias en las que se consigue identificar una mutación responsable, esta 
mutación puede ser analizada en aquellas personas que así lo deseen para conocer qué 
riesgo tienen de presentar algún síntoma o de transmitir la mutación a sus hijos. 
Si en su caso no se encuentran mutaciones en estos genes la muestra quedará 
almacenada en el laboratorio del Grupo de Medicina Xenómica de la Universidad de 
Santiago de Compostela para poder llevar a cabo nuevos análisis a medida que genes y 
análisis vayan estando disponibles. En cualquier momento usted puede solicitar que la 
muestra sea retirada del laboratorio y destruida. 
PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN: 
Si acepta participar en la presente investigación, Le será requerida la obtención de unos 
10-20 ml de sangre del niño/la, que será utilizada para extraer el ADN. La muestra de 
ADN será conservada y podrá ser usada posteriormente en otros estudios, salvo que 
usted manifieste lo contrario señalándolo al final de este documento. Además, se 
recogerán en un formulario: el informe de la autopsia, los datos personales y los 
antecedentes familiares. 
BENEFICIOS Y RIESGOS DE LA PARTICIPACIÓN: 
El resultado de esta investigación puede desvelar una mutación (alteración genética) 
responsable de la muerte súbita cardiaca en el caso de su familia. Este conocimiento 
puede ser de gran importancia para sus familiares y otras familias afectas. Los resultados 
de esta investigación que puedan ser de beneficio para usted o su familia le serán 
comunicados en un informe. Si usted no desea recibir información sobre los resultados 
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del análisis genético deberá marcar con una X la casilla correspondiente al final de este 
documento. 
Un resultado negativo no excluye que el síndrome sea heredable, ya que podría estar 
causado por una mutación no analizada. Como consecuencia del análisis también es 
posible que se identifiquen cambios genéticos de significado no claro, es decir, que no se 
sepa con certeza si la mutación encontrada es o no la causa de la muerte, con la posible 
incertidumbre que esto pueda generar. 
Su participación no tiene ninguna compensación económica y no supone gasto alguno 
para usted. Su atención médica no se verá afectada por el hecho de que participe o no en 
esta investigación. 
Cualquier información sobre los genes que pueda surgir como hallazgo colateral no 
buscado a través de los análisis genéticos que se van a efectuar no será comunicada. 
CONFIDENCIALIDAD: 
Los datos de esta investigación se utilizarán de acuerdo a la Ley Orgánica 15/1999  de 
Protección de Datos de Carácter Personal. La información genética concerniente a la 
muestra se guardará de manera anónima e independiente de los datos personales. Sólo 
los investigadores responsables del proyecto podrán analizar conjuntamente los datos 
clínicos y genéticos. Se tomarán las medidas necesarias para impedir que cualquier 
información referente a su persona o los resultados del análisis sean accesibles a 
personas ajenas a la presente investigación, excepto en los casos en que fuera requerido 
por ley. 
En algunas ocasiones podría ser de utilidad realizar el análisis genético a otros miembros 
de su familia. En ningún caso serán contactadas otras personas de su familia con este 
propósito sin su permiso. 
REVOCACIÓN DO CONSENTIMENTO: 
Es usted libre de cambiar de opinión en cualquier momento y revocar el presente 
consentimiento, caso en el que la muestra será destruida. Esto en ningún caso conllevará 
ningún perjuicio para usted. 
************************************************ 
Para cualquier duda o cuestión relacionada con el proyecto, no dude en contactar con la 
investigadora responsable del mismo: 
Dra. María Brión Martínez 
Complexo Hospitalario Universitario de Santiago (CHUS), Grupo de Medicina 
Xenómica-USC
Tel: 981582327 os 981594488 ext.12311 
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Leí y comprendí el presente documento. Todas mis preguntas sobre la investigación 
fueron respondidas de forma satisfactoria.  
D./Dña. 
......................................................................................................................................, 
(responsable legal de 
................................................................................................................................), doy mi 





No deseo conocer los resultados del análisis genético      ´ 
No deseo que la muestra sea conservada para otros análisis que puedan surgir en el 
futuro ́  
REVOCO EL PRESENTE CONSENTIMIENTO 
Fecha y firma del paciente o responsable legal 
Fecha y firma del paciente o responsable legal Fecha y firma del médico que ofrece 
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CONSENTIMIENTO INFORMADO  
“ESTUDIO GENÉTICO DEL SÍNDROME DE MUERTE SÚBITA INFANTIL 
(SMSI)” 
Se le está pidiendo que participe en una investigación sobre la causa genética del 
Síndrome de muerte súbita infantil (SMSI). Su participación es totalmente voluntaria. 
Por favor, lea detenidamente la información que sigue y haga cualquier pregunta que 
desee aclarar antes de aceptar la participación. 
OBJETIVO DE LA INVESTIGACIÓN: 
En países desenrollados, la muerte súbita infantil representa la mayor causa de muerte 
entre niños de entre un mes y un año de edad. Los estudios epidemiológicos describieron 
una serie de factores ambientales relacionados como dormir de lado o boca abajo, o la 
exposición al tabaco, sin embargo, la causa de la muerte súbita infantil es aún 
desconocida. Hasta el momento un número extenso de teorías fueron expuestas para 
explicar este síndrome, pero todas ellas hablan de factores genéticos y ambientales. 
En este proyecto planeamos estudiar el componente genético del Síndrome de muerte 
súbita infantil, analizando genes de patologías que ya previamente fueron asociadas con 
la muerte súbita (trastornos de la conducción cardiaca y miocardiopatías). 
En aquellas familias en las que se consigue identificar una mutación responsable, esta 
mutación puede ser analizada en aquellas personas que así lo deseen para conocer qué 
riesgo tienen de presentar algún síntoma o de transmitir la mutación a sus hijos. 
Si en su caso no se encuentran mutaciones en estos genes la muestra quedará 
almacenada en el laboratorio del Grupo de Medicina Xenómica de la Universidad de 
Santiago de Compostela para poder llevar a cabo nuevos análisis a medida que genes y 
análisis vayan estando disponibles. En cualquier momento usted puede solicitar que la 
muestra sea retirada del laboratorio y destruida. 
En la actualidad el conocimiento de la mutación responsable en una familia concreta no 
tiene implicación directa en el tratamiento. Sin embargo, cabe esperar que cuanto más 
conozcamos sobre las alteraciones genéticas de este síndrome más cerca estaremos de su 
prevención. 
PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN: 
Si acepta participar en la presente investigación, Le será requerida la obtención de unos 
10-20 ml de sangre del niño/la, que será utilizada para extraer el ADN. La muestra de 
ADN será conservada y podrá ser usada posteriormente en otros estudios, salvo que 
usted manifieste lo contrario señalándolo al final de este documento. Además, se 
recogerán en un formulario: el informe de la autopsia, los datos personales y los 
antecedentes familiares. 
BENEFICIOS Y RIESGOS DE LA PARTICIPACIÓN: 
El resultado de esta investigación puede desvelar una mutación (alteración genética) 
responsable del SMSI en el caso de su familia. Este conocimiento puede ser de gran 
importancia para sus familiares y otras familias afectas. Los resultados de esta 
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investigación que puedan ser de beneficio para usted o su familia le serán comunicados 
en un informe. Si usted no desea recibir información sobre los resultados del análisis 
genético deberá marcar con una X la casilla correspondiente al final de este documento. 
Un resultado negativo no excluye que el síndrome sea heredable, ya que podría estar 
causado por una mutación no analizada. Como consecuencia del análisis también es 
posible que se identifiquen cambios genéticos de significado no claro, es decir, que no se 
sepa con certeza si la mutación encontrada es o no la causa de la muerte, con la posible 
incertidumbre que esto pueda generar. 
Su participación no tiene ninguna compensación económica y no supone gasto alguno 
para usted. Su atención médica no se verá afectada por el hecho de que participe o no en 
esta investigación. 
Cualquier información sobre los genes que pueda surgir como hallazgo colateral no 
buscado a través de los análisis genéticos que se van a efectuar no será comunicada. 
CONFIDENCIALIDAD: 
Los datos de esta investigación se utilizarán de acuerdo a la Ley Orgánica 15/1999 de 
Protección de Datos de Carácter Personal. La información genética concerniente a la 
muestra se guardará de manera anónima e independiente de los datos personales. Sólo 
los investigadores responsables del proyecto podrán analizar conjuntamente los datos 
clínicos y genéticos. Se tomarán las medidas necesarias para impedir que cualquier 
información referente a su persona o los resultados del análisis sean accesibles a 
personas ajenas a la presente investigación, excepto en los casos en que fuera requerido 
por ley. 
En algunas ocasiones podría ser de utilidad realizar el análisis genético a otros miembros 
de su familia. En ningún caso serán contactadas otras personas de su familia con este 
propósito sin su permiso. 
REVOCACIÓN DO CONSENTIMENTO: 
Es usted libre de cambiar de opinión en cualquier momento y revocar el presente 
consentimiento, caso en el que la muestra será destruida. Esto en ningún caso conllevará 
ningún perjuicio para usted. 
************************************************ 
Para cualquier duda o cuestión relacionada con el proyecto, no dude en contactar con la 
investigadora responsable del mismo: 
Dra. María Brión Martínez 
Complexo Hospitalario Universitario de Santiago (CHUS), Grupo de Medicina 
Xenómica-USC
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Leí y comprendí el presente documento. Todas mis preguntas sobre la investigación 
fueron respondidas de forma satisfactoria.  
D./Dña. 
......................................................................................................................................, 
responsable legal de 
................................................................................................................................, doy mi 







No deseo conocer los resultados del análisis genético      ´ 
No deseo que la muestra sea conservada para otros análisis que puedan surgir en el 
futuro ́  
REVOCO EL PRESENTE CONSENTIMIENTO 
Fecha y firma del responsable legal 
Fecha y firma del responsable legal Fecha y firma del médico que ofrece 




Anexo II: Material suplementario de la estrategia de detección de variantes genéticas implicadas 
en el desarrollo de MCH.
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